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V teoretické části se tato práce zabývá stručným popisem chirality se zaměřením na 
chirální léčiva. Popisuje jejich chování v lidském organismu, jejich absorpci, distribuci, 
metabolismus i vylučování. O osudu chirálních léčiv v životním prostředí toho dosud není 
mnoho známo, známe-li však chování enantiomerů léčiv v určitém biologickém systému, je 
poté možné alespoň přibližně předpovídat rizika jejich přítomnosti v životním prostředí. 
Výskyt chirálních léčiv je popsán v kapitole, která v sobě shrnuje poznatky o dosud 
provedených chirálních analýzách v odpadních i povrchových vodách a enantioselektivní 
toxicitě chirálních léčiv. Další část se věnuje popisu léčiv ze skupiny nesteroidních 
protizánětlivých látek a jejich výskytu v životním prostředí. 
V experimentální části práce byly optimalizovány chirální HPLC metody pro analýzu 
ibuprofenu a ketoprofenu na koloně Chiralpak AD. Enantioselektivní metoda pro naproxen 
nebyla vyvinuta, protože nebylo dosaženo reprodukovatelné separace enantiomerů. 






The theoretical part shortly describes chirality with focus on chiral pharmaceuticals. The 
processes of their absorption, distribution, metabolism and elimination in human body are 
discussed. These points are very important to understand possible fate of chiral drugs in the 
environment as there is only little data concerning their environmental behaviour. The 
occurrence and enantioselective toxicity of chiral drugs is also discussed here. One of the 
chapters describes nonsteroidal anti-inflammatory drugs, as they are analyzed in the 
wastewater in the experimental part, and their occurrence in the environment. 
The experimental part describes optimization of the enantioselective HPLC method using 
Chiralpak AD as column for ibuprofen and ketoprofen. Reproducible separation of 
enantiomers wasn’t achieved for naproxen. Optimized methods were then applied for analysis 
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Vlivem lidské činnosti jsou v různé míře do životního prostředí vnášeny cizorodé látky. 
Jsou to látky velmi různorodé. Liší se strukturou, fyzikálně – chemickými vlastnostmi 
i biologickou aktivitou. Řadí se mezi ně pesticidy, produkty spalování, různé 
chlorované, fluorované i bromované sloučeniny, syntetické vonné látky, tenzidy i léčiva.  
Zájmem této práce jsou polutanty z řad farmakologicky aktivních látek. Tyto látky jsou do 
prostředí neustále distribuovány. Hlavním zdrojem léčiv je odpadní voda, která přijímá 
metabolizovaná i nemetabolizovaná léčiva, která byla vyloučena z lidského nebo, v případě 
veterinárních farmak, zvířecího organismu. Čistírny odpadních vod nejsou navrženy pro 
odstraňování farmaceutických substancí, účinnost čistícího procesu není vždy dostatečná a 
léčiva jsou introdukována do povrchových vod. V případě použití čistírenských kalů jako 
hnojiv mohou být distribuována i do půdy.  
Přítomností léčiv v životním prostředí se zabývá mnoho environmentalistů. Léčiva jsou 
detekována v různých koncentracích v odpadní, povrchové a dokonce i pitné vodě. Vzhledem 
k vyspělému zdravotnímu systému a zvyšujícímu se průměrnému věku obyvatel lze v České 
republice předpovídat rostoucí spotřebu léčiv. 
Všechny molekuly existují v určitém prostorovém uspořádání, které ovlivňuje vlastnosti 
celé molekuly. Chiralita je jednou z vlastností, která z takového uspořádání vyplývá. Chirální 
sloučeniny se vyznačují specifickým chováním v závislosti na prostředí, ve kterém se nachází. 
V symetrickém prostředí se chirální látka chová jako jedna sloučenina, pokud se však stejná 
látka nalézá v chirálním prostředí, svým chováním se projevuje jako sloučeniny dvě. 
Životní prostředí sestává z mnoha biologických systémů, kterými jsou živé organismy. 
Většina látek tvořících biologický systém je chirálních a tvoří tak chirální prostředí. Nastává 
tedy otázka, jak se cizorodé chirální sloučeniny chovají v životním prostředí. 
V této otázce je zahrnuto velmi široké spektrum látek, a proto byla pro potřeby této práce 
zjednodušena na chování chirálních léčiv v životním prostředí. Vzhledem k nedostatku dat, 
zabývajících se touto problematikou, byl popsán osud chirálních léčiv v lidském organismu. 
Lidský organismus sestává z podobných chirálních molekul (sacharidy, proteiny, enzymy aj.) 
jako organismy v životním prostředí. Jejich srovnáním lze alespoň přibližně odhadovat 
chování a riziko chirálních sloučenin v životním prostředí. 
V případě některých léčiv byly dokázány odlišné účinky enantiomerů. Nejvíce známým 
léčivem s touto vlastností je thalidomid, jehož (R)-enantiomer se projevuje sedativními 
















Obrázek 1: Enantiomery thalidomidu [1] 
Stejné vlastnosti jako enantiomery thalidomidu mohou mít i jiná léčiva, a to v závislosti na 
organismu vystavenému jejich působení. Aby bylo možno pochopit a zhodnotit riziko 
chirálních léčiv v životním prostředí je důležité se tímto tématem zabývat a studovat jejich 
dopad na životní prostředí, stejně jako jejich degradaci a přeměnu. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1. Chiralita – základní pojmy 
Stereochemie je oblast organické chemie, ve které je studováno prostorové uspořádání 
molekul. Zabývá se izomery, a to především stereoizomery, což jsou látky se stejným 
sumárním vzorcem a s atomy spojenými ve stejném pořadí, ale lišící se jejich uspořádáním 
v prostoru. Do této kapitoly organické chemie spadá i chiralita, jež je popsána v následujících 
odstavcích [2]. 
Chiralita není vlastnost specifická pouze pro molekuly, ale lze si jí povšimnout i v běžném 
životě. Příkladem mohou být lidské ruce. Levá ruka je zrcadlovým obrazem pravé a naopak. 
Podle lidských rukou také chiralita dostala své jméno, které je odvozené z řeckého slova χειρ 
(cheir) – ruka [2, 3, 4]. 
Chiralita, neboli také optická aktivita či stereoizomerie, je dána prostorovým uspořádáním 
molekuly. Pokud molekula není ztotožnitelná se svým zrcadlovým obrazem, je ona i její 
obraz chirální a tvoří spolu enantiomerní pár [3]. Pokud danou molekulu lze ztotožnit s jejím 
zrcadlovým obrazem nejedná se o chirální sloučeninu. Taková molekula se nazývá achirální. 
 Autoři Ali a Aboul-Enein popisují chiralitu jako vlastnost objektu, který postrádá tři prvky 
symetrie, tedy rovinu symetrie, střed symetrie a osu symetrie. Takový předmět poté existuje 
ve více než jedné podobě, je chirální a opticky aktivní [5]. 
Optickou aktivitou rozumíme schopnost stáčet rovinu polarizovaného světla doprava 
(předpona (+) v názvu sloučeniny) nebo doleva (předpona (–) v názvu sloučeniny). S touto 





















Obrázek 2: Enantiomerní pár kyseliny vinné [6, 7] 
Enantiomery mají stejné fyzikálně – chemické vlastnosti, jako jsou například hustota, 
teplota tání, bod varu apod., ale odlišují se právě zmíněnou optickou aktivitou a také svým 
chováním v chirálním prostředí [3, 6]. Chirální prostředí tvoří například i živé systémy, které 
v sobě obsahují chirální biomolekuly, jako jsou sacharidy, aminokyseliny apod. Enantiomery 
se tedy mohou chovat jako dvě různé entity a mohou mít navzájem odlišné biologické 
vlastnosti.  Chiralita a bioaktivita je detailněji popsána v kapitole 2.2. Chiralita a bioaktivita. 
Ekvimolární směs obou enantiomerů (tj. směs v poměru 1:1) se nazývá racemická směs 
nebo také racemát a optickou aktivitu nevykazuje [3, 5]. To je dáno přítomností obou 
enantiomerů ve stejném množství, kdy jeden enantiomer stáčí rovinu polarizovaného světla na 
jednu stranu a druhý enantiomer na stranu opačnou. Tento děj se nazývá externí kompenzace 
[5].  
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Chiralita je vlastnost, která není dána pouze jedním způsobem uspořádání molekuly, ale lze 
určit několik typů a to: 
 Centrální chiralita 
 Axiální chiralita 
 Planární chiralita; a 
 Helicita  
Nejvíce se vyskytujícím typem chirálního uspořádání je tzv. centrální chiralita, kdy je 
v molekule obsažen atom, na kterém jsou tetraedrálně navázány čtyři různé substituenty, 
z nichž žádný není zrcadlovým obrazem některého z ostatních substituentů. Tento atom se 
pak nazývá centrum chirality, stereogenní centrum nebo také asymetrický atom [6, 7]. Ve 














Obrázek 3: Enantiomery kyseliny 2-fenylpropionové s vyznačeným centrem chirality a naznačenou 
tetraedrickou strukturou [4] 
Ve většině případů se jedná o atom uhlíku, ale střed chirality může být tvořen i atomem 

























Obrázek 4: Struktura omeprazolu (a) a cyclofosfamidu (b) s vyznačenými chirálními centry [8, 9] 
Molekula může obsahovat i více než jeden asymetrický atom, ale aby byla chirální, musí 
splňovat podmínky chirality, tedy nesmí mít rovinu symetrie, střed symetrie nebo osu 
symetrie a být ztotožnitelná se svým zrcadlovým obrazem. Pokud molekula tyto podmínky 
















Obrázek 5: Meso-forma kyseliny vinné [6, 7] 
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Sloučeniny, které mají více chirálních center, se nazývají diastereomery. Zatímco 
enantiomery mají mezi sebou vztah jako předmět a jeho zrcadlový obraz, diastereomery mezi 
sebou tento vztah nemají a v literatuře jsou popsány jako stereoizomery, které nejsou 
enantiomery [2, 7]. Diastereomery se od enantiomerů liší i tím, že mají navzájem odlišné 









































Obrázek 6: Vztah mezi stereoizomery kyseliny 2,3-dihydroxybutanové (upraveno z [6]) 
V názvosloví se k rozlišení, o které formy chirální molekuly se jedná, užívá Cahn-Ingold-
Prelogovy konvence (CIP), která k názvu sloučeniny přidá předponu (R) či (S). Toto označení 
udává absolutní konfiguraci molekuly, a pokud molekula obsahuje více než jedno centrum 
chirality, je přiřazeno ke každému z nich (viz obr. 2) [7]. Způsob přiřazování afixů (R) nebo 
(S) k názvu sloučeniny, je popsáno v odborné literatuře, například [2, 3, 4]. Je třeba si 
uvědomit, že označení absolutní konfigurace nijak nesouvisí se směrem otočení roviny 
polarizovaného světla, který musí být zjištěn experimentálně [2]. 
Molekuly projevující axiální nebo planární chiralitu nebo helicitu jsou chirální, přestože 
nemají asymetrický atom. Molekuly axiálně chirální mají takzvanou osu chirality, kolem 
které jsou v párech navázány čtyři substituenty netvořící spolu rovinu [7]. Substituenty tedy 















Obrázek 7: Axiální chiralita [5] 
Podobná axiální chiralitě je chiralita planární, která má místo osy chirality rovinu chirality. 
Chirálními sloučeninami mohou být i sloučeniny tvořící šroubovici, jako například 
sekundární struktury peptidických řetězců. Detailnější popis všech typů chirality lze najít 
v odborné literatuře [2, 5, 6, 7]. 
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Dalšími pojmy, se kterými se lze v této práci setkat, jsou [3, 10]: 
 Eutomer – bioaktivní enantiomer nebo enantiomer, který má větší farmakologickou 
aktivitu. Jeho opak se nazývá distomer. 
 Epimery – jsou dva diastereomery, které se od sebe liší pouze uspořádáním na 
jednom chirálním centru. 
 Enantioselektivní děj – je takový, ve kterém je jeden z enantiomerů upřednostňován 
nad tím druhým.  
 Stereoselektivní syntéza – je taková, ve které je produkována převážně (v některých 
případech výlučně) jedna skupina izomerů. Oproti tomu ve stereospecifické syntéze 
jeden izomer vede k jednomu produktu, zatímco druhý izomer vede k produktu 
opačnému. 
 Chirální záměna (chiral switch) – je postup, při kterém se místo dříve 
distribuovaného racemického léčiva na trh uvede pouze čistý aktivní stereoizomer. 
 Chirální inverze – je děj, při kterém se jeden enantiomer přemění na druhý 
(například (R)-ibuprofen na (S)-ibuprofen).  
2.2. Kvantitativní vyjádření poměru enantiomerů 
Zabýváme-li se studiem stereoizomerních látek je často nutné kvantitativně vyjádřit poměr 
enantiomerů. Pro tyto účely bylo definováno několik vztahů [1, 5, 7, 11]: 
 Enantiomerní poměr (ER) 
 Enantiomerní frakce (EF) 
 Enantiomerní nadbytek (ee) 
2.2.1. Enantiomerní poměr 
Enantiomerní poměr (ER, enantiomeric ratio, popř. enantiomerní přebytek) je způsob, 
jakým lze definovat složení směsi obsahující různý poměr enantiomerů. Pokud je znám směr, 
kterým jednotlivé enantiomery stáčí polarizované světlo, udává enantiomerní poměr podíl 
koncentrace (+)-enantiomeru ke koncentraci (–)-enantiomeru (rovnice č. 1) [5, 7]: 
   
ER  (1) 
Pokud není znám směr stočení roviny polarizovaného světla, udává ER poměr ploch píků 
prvního a druhého eluovaného enantiomeru, což jsou hodnoty vyplývající z chromatografické 





CER   (2) 
Pokud je enantiomerní poměr roven jedné, jedná se o racemickou směs. ER > 1 značí 
přebytek (+)-enantiomeru, případně prvního eluovaného enantiomeru C1, ER < 1 ukazuje na 
přebytek (–)-enantiomeru, popř. druhého eluovaného enantiomeru C2 [1, 5, 7, 11]. 
2.2.2. Enantiomerní frakce 
Enantiomerní frakce (EF, enantiomeric fraction, enantiofraction) se zakládá na poměru 
množství (+)-enantiomeru k celkovému množství enantiomerů ve směsi. Pokud tedy známe 
optickou aktivitu sloučenin, rovná se enantiomerní poměr vztahu: 
      
EF  (3) 
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Pro racemickou směs je hodnota EF rovna 0,5. Hodnoty EF > 0,5 udávají nadbytek 
(+)-enantiomeru, hodnoty EF < 0,5 udávají nadbytek (–)-enantiomeru [1, 11]. 
Enantiomerní frakci lze, stejně jako tomu bylo v případě enantiomerního poměru, vyjádřit 
i pomocí plochy píku prvního (C1) a druhého (C2) eluovaného enantiomeru, zjištěných 




CEF   (4) 
Ve srovnání s enantiomerním poměrem má EF tu výhodu, že odchylka od racemických 
hodnot má tutéž velikost bez ohledu na to, je-li přednostně metabolizován (+) nebo (–) 
enantiomer [11]. 
Enantiomerní poměr lze převést na enantiomerní frakci pomocí vztahu: 
  1 ER
EREF  (5) 
2.2.3. Enantiomerní nadbytek 
Enantiomerní nadbytek (enantiomeric excess, enantioexcess, ee) udává, o kolik je 







  (6) 
Pro racemickou směs má enantiomerní nadbytek hodnotu 0, pro čistý enantiomer nabývá 
hodnoty 1. Enantiomerní nadbytek lze vyjádřit i v procentech (rovnice 7) a využívá se 






CCee  (7) 
2.3. Chiralita a bioaktivita 
Interakce jakéhokoli xenobiotika, ať už chirálního nebo achirálního, s biologickým 
systémem v sobě tři zahrnuje fáze: průnik, rozpoznání a aktivaci. Při průniku xenobiotikum 
vstupuje do biologického systému. Fáze rozpoznání znamená vazbu xenobiotika k receptoru 
nebo enzymu. Tato vazba spouští fázi aktivace, která sestává z molekulárního efektu, jímž 
může být například aktivace nebo blokace receptoru [5]. 
Jak už bylo řečeno v kapitole 2.1., enantiomery mají stejné fyzikální i chemické vlastnosti, 
ale liší se navzájem svým chováním v chirálním prostředí a tedy i odlišným chováním 
v biochemických procesech. Je to dáno tím, že biomakromolekuly jsou tvořeny převážně 
opticky aktivními komponenty [12, 13, 14]. 
Tento rozdíl mezi biologickými vlastnostmi a toxicitou enantiomerů chirálních xenobiotik 
je dán odlišnou vazbou na proteiny a transportem, mechanismem účinku, rychlostí 
metabolismu, změnám aktivity v důsledku metabolismu a mírou odstranění xenobiotika 
z biologického systému [1, 5]. 
Mechanismus účinku chirálního xenobiotika v biologických systémech sestává ze tří 
hlavních kroků:  
 počáteční expozice,  
 farmakokinetické fáze; a  
 farmakodynamické fáze.  
 13
Pro fázi počáteční expozice je určující specifičnost tkáně a aktivita chirálních sloučenin, 
(jejich afinita k receptorům, jejich agonistická nebo antagonistická aktivita a aktivita 
metabolitů). Poté následuje farmakokinetická fáze, která rozhoduje o biologické dostupnosti 
látky a především o její koncentraci v místě účinku a zahrnuje v sobě děje jako absorpce, 
distribuce, metabolismus a eliminace. Touto fází se z hlediska chirálních léčiv více zabývá 
kapitola 2.6. [5]. 
Ve farmakodynamické fázi jsou studovány interakce aktivního enantiomeru xenobiotika 
s místem účinku (receptory, enzymy) v cílové tkáni, které vedou k pozorovatelným účinkům.  
Tyto interakce mezi enantiomerem chirálního xenobiotika jsou na molekulární úrovni závislé 
na struktuře a aktivních místech receptoru a lze je popsat pomocí principu „zámku a klíče“ 
(obrázek 8) [5]. 
 
Obrázek 8: Schéma „zámek a klíč“, (a) stádium bez interakce, (b) stádium úplné interakce (upraveno 
z [5]) 
Enantiomer, jehož struktura, ve srovnání s ostatními izomery, více odpovídá struktuře 
aktivního místa receptoru, je lépe vázán a projeví se právě jeho účinky. Vazba enantiomer – 
receptor je také ovlivněna aktivními místy nebo skupinami na receptoru [5].  
 Pro popis interakce mezi chirální sloučeninou a receptorem, bylo vytvořeno několik 
modelů, které byly původně vyvinuty pro popis vazby chirálního léčiva s receptorem, ale lze 
je použít i pro jiné chirální sloučeniny, například chirální polutanty jako jsou pesticidy. 
Nejznámější je model dle Eassona a Stedmana, podle kterého se aktivnější enantiomer váže 
k receptoru minimálně třemi intermolekulárními vazbami. Druhý enantiomer se může vázat 
pouze na dvou místech a je tedy méně aktivní (obrázek 9) [10]. 
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Obrázek 9: Easson-Stedmanův model interakce léčivo-receptor; aktivnější izomer (nahoře) je k receptoru 
vázán třemi vazbami (B···B΄, C···C΄, D···D΄), méně aktivní izomer (níže) může interagovat pouze 
dvěma vazbami bez ohledu na jeho orientaci (upraveno z [10]) 
Další modely popisující vztah mezi aktivním izomerem a vazbou na receptor jsou 
např. Ogstnův model, Crossleyho model, případně model od autorů Mesecara a Koshlanda, 
který uvádí, že v některých případech je k interakci s biologickými receptory nutná vazba se 
všemi čtyřmi skupinami chirální molekuly. Více informací o těchto modelech lze najít 
v literatuře viz [5, 10, 14]. 
2.4. Význam chirality v ochraně životního prostředí 
Abiotické transformace chirálních sloučenin v životním prostředí nejsou enantioselektivní. 
Dochází-li k degradaci chirálního polutantu fyzikálním (fotodegradace) nebo chemickým 
(oxidace – redukce) způsobem, poměr enantiomerů není ovlivněn a, i přes celkové snížení 
koncentrace, zůstává stejný. Jinak je tomu u všech pochodů, na kterých se podílí biochemické 
pochody, protože ty jsou vysoce stereo- nebo enantioselektivní [12, 13]. 
Tento rozdíl je možné využít při zjišťování, zda dochází k biologické degradaci. To má 
velký význam při studiu osudu polutantů v životním prostředí. Environmentální procesy jsou 
komplexní a velmi různorodé a mezi fyzikálními a chemickými procesy, které ovlivňují 
studovanou sloučeninu, nemusí být přítomnost biochemických procesů, jako je například 
biotransformace, hned patrná [12, 13].  
Studium chirálních polutantů v životním prostředí má význam i pro správné zhodnocení 
rizika těchto látek v životním prostředí. Standardními achirálními analýzami nelze získat 
informace o kvantitativním složení enantiomerů polutantu v životním prostředí, ale může být 
zjištěna pouze jejich suma. To může vést k zavádějícím závěrům. Například pokud je 
přednostně degradován enantiomer s toxičtějšími účinky, potom by se, na základě výsledků 
achirální analýzy, mohla polutantu přisuzovat větší toxicita, než jaká by byla ve skutečnosti. 
Naopak pokud by byl přednostně eliminován relativně neškodný enantiomer, pak by podle dat 
získaných achirální analýzou byla toxicita podceněna [13]. 
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2.5. Chirální léčiva 
Do životního prostředí se působením člověka dostávají sloučeniny přírodě cizí, které jsou 
v mnohých případech škodlivé jak přírodě, tak i člověku. Mezi tyto sloučeniny se řadí 
i farmaceutika. Přítomnost léčiv v životním prostředí byla prokázána v odpadní, povrchové 
i pitné vodě [15, 16, 17, 18, 19] i sedimentech a půdě [20, 21, 22, 23, 24, 25]. 
Mnohá z léčiv, která jsou dnes člověkem užívána, jsou chirální. Většina analýz a studií 
dopadu farmaceutik na životní prostředí se tímto faktem nezabývá, ale v poslední době se, 
s modernějšími a přesnějšími analytickými metodami schopnými stereoselektivní analýzy, 
objevuje více literatury zabývající se chiralitou polutantů v životním prostředí. Nejen 
farmaceutik, kterými se zabývá tato práce, ale i ostatními xenobiotiky jako jsou herbicidy, 
pesticidy, polychlorované bifenyly a jiné [5, 6, 12, 13]. 
2.5.1. Globální trh s léčivy 
Aby bylo možné předpovídat trend ve výskytu chirálních léčiv v životním prostředí, je 
nutné sledovat vývoj léčiv a směr, kterým se ubírá. V minulosti byla chirální léčiva 
distribuována převážně jako racemické směsi. S novými postupy a technologiemi přípravy 
čistých enantiomerů v průmyslovém měřítku (např. asymetrická chirální syntéza, preparativní 
chirální chromatografie, biokatalytické metody s použitím enzymů), stoupá distribuce čistých 
enantiomerů v poměru k racemickým směsím [26, 27, 28]. 
V letech 1985 – 2004 bylo celosvětově na trh uvedeno 754 nových léčiv, z nichž 550 
(73%) bylo syntetických, 128 semisyntetických a 76 biologických (Tabulka 1). V případě 
syntetických léčiv se podíl achirálních farmaceutik snížil z původních 48% (1985 – 1988) na 
35% (2001 – 2004). Významné je zvýšení podílu čistých enantiomerů k celkovému počtu 
chirálních léčiv. Tento podíl se zvýšil z 32% (1985 – 1988) až na 89,8% (2001 – 2004) [28]. 
Tabulka 1: Nová léčiva uvedená na trh v letech 1985 – 2004 [28] 
Rok 1985–88 1989–92 1993–96 1997–00 2001–04 Celkem
Celkový součet 204 141 160 136 113 754
Syntetická celkem 146 104 116 109 75 550
Achirální 70 46 49 46 26 237
Chirální celkem 76 58 67 63 49 313
Racemická 50 32 30 22 3 137
Diastereomerní 2 5 0 0 2 9
Čisté enantiomery (ČE) 24 21 37 41 44 167
ČE/chirální (%) 31,6 36,2 55,2 65,6 89,8 53,5
Achirální/Syntetická (%) 47,9 44,2 42,2 41,8 34,7 43,0
Semisyntetická – celkem 41 24 28 20 15 128
Biologická – celkem 17 13 16 7 23 76
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Racemická léčiva vč. diastereomerických směsíČisté enantiomery
 
Obrázek 10: Grafické vyjádření procentuálního zastoupení celosvětově uznaných léčiv vzhledem k jejich 
chirálnímu charakteru [27] 
Příklon farmaceutických společností k distribuci léčiv s pouze aktivním enantiomerem, má 
hned několik důvodů. Z hlediska užívání těchto léčiv jsou to [4, 26, 27]: 
 zjednodušení interpretace základní farmakologie, terapeutických a toxických 
účinků a farmakokinetických vlastností, 
 přesnější odhad vztahu mezi podanou dávkou a účinkem, 
 snížení celkové podané dávky až na polovinu oproti racemické směsi, 
 snížení metabolické zátěže organismu druhým, zpravidla neúčinným 
enantiomerem; a  
 rychlejší nástup účinku. 
Další důvod pro zvýšení poměru distribuce čistých enantiomerů vůči racemickým léčivům 
jsou směrnice zabývající se vývojem léčiv. V roce 1992 v USA vydala Správa potravin a léčiv 
(Food and Drug Administration, FDA) pokyny k vývoji a distribuci nových léčiv, které 
podporují distribuci jednoho aktivního enantiomeru [6].  
Pokud má být na trh uvedena racemická směs, je vyžadováno zdůvodnění, proč je 
preferován právě racemát namísto čistého aktivního enantiomeru. Směrnice také požaduje 
popis farmakokinetických a in vivo a in vitro farmakodynamických vlastností pro každý 
enantiomer zvlášť, in vivo chirální inverze (pokud k ní dochází) a rozdíly v toxicitě 
enantiomerů. Při distribuci aktivního enantiomeru má být mimo jiné dokumentována jeho 
syntéza zahrnující tvorbu chirálního centra a definování jeho absolutní konfigurace a také 
chemické, preklinické i klinické testy [6].  
V roce 1993 byly i v Evropě vydány směrnice zabývající se distribucí chirálních léčiv. 
Byly ustanoveny výborem pro léčivé přípravky (Committee for Proprietary Medicinal 
Products, CPMP) a jsou velmi podobné směrnici vydané v USA [6]. 
I přes tendence k distribuci čistých enantiomerů je v některých případech bezpečnější 
použití racemické směsi, příkladem můžou být léčiva fluoxetin, labetalol, propranolol a 
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sotalol. Důvodem může být přímá farmakodynamická nebo farmakokinetická kompetice, tedy 
interakce mezi dvěma enantiomery bránící toxicitě druhého enantiomeru (např. labetalol) 
nebo specifický ochranný efekt, který poskytuje jeden z enantiomerů v racemické směsi [26]. 
I přes to, že se výzkum a vývoj léčiv přiklání směrem k produkci čistých aktivních 
enantiomerů, budou na trh stále distribuovány racemické formy léčiv, ať už půjde o nová či 
stávající léčiva. Důsledkem bude jejich výskyt v životním prostředí a potřeba získat 
informace o jejich chování, ekotoxicitě a jejich dalším environmentálním osudu. 
2.6. Chirální léčiva v lidském organismu 
Životní prostředí je složeno z mnoha chirálních molekul. Především jde o součásti 
organismů, ať už mikroorganismů nebo vyšších živých systémů. Těmito součástmi jsou 
opticky aktivní biomolekuly jako například sacharidy nebo aminokyseliny, které jsou 
základním stavebním kamenem pro proteiny [1, 3]. Tyto látky jsou, stejně jako v životním 
prostředí, obsaženy i v lidském těle. Proto studiem chování chirálních léčiv v lidském 
organismu lze získat znalosti o chování chirálního léčiva v organismech v životním prostředí. 
V této kapitole jsou nastíněny jisté farmakologické aspekty a dispozice chirálních léčiv 
v lidském organismu, které jsou relevantní k environmentálnímu oboru. Tyto tvoří klíčové 
faktory k porozumění výskytu chirálních léčiv v životním prostředí, jejich osudu a toxicitě 
[26].  
2.6.1. Rozdělení racemických léčiv podle bioaktivity 
Chirální léčiva, která jsou distribuována v racemické formě, mohou být podle bioaktivity 
rozdělena do tří skupin [3, 26].  
 Racemická léčiva s jedním hlavním bioaktivním enantiomerem 
 Racemická léčiva s rovnocenně bioaktivními enantiomery 
 Racemická léčiva s chirální inverzí 
2.6.1.1. Racemická léčiva s jedním hlavním bioaktivním enantiomerem 
Do této skupiny spadá většina racemických léčiv, mezi jinými řada kardiovaskulárních 
léčiv jako jsou beta-blokátory nebo blokátory kalciového kanálu. V případě β-blokátorů se 
jsou účinnější levotočivé izomery, například (S)-propranolol je 100krát více účinný než 
(R)-propranolol [3]. Salbutamol, salmeterol a terbutalin jsou léčiva ze skupiny 
sympatomimetik, používaná jako bronchodilatanty při léčbě astmatu, u nichž jsou aktivními 
(R)-(–)-enantiomery. Soudí se, že (S)-(+)-enantiomery těchto léčiv mohou být odpovědné za 
vedlejší účinky. Dalšími léčivy, která lze zahrnout do této skupiny racemických léčiv, jsou 
například lokální anestetika (propafenon, prilocaine), antibiotika (ofloxacin, moxalactam), 
antikoagulanty (warfarin), antihistaminika (terfenadin), psychostimulanty (metamfetamin) a 
jiné [3]. 
Racemická léčiva s jedním hlavním bioaktivním enantiomerem mohou být dále rozdělena 
do dvou podskupin: 
 Stereoizomery se stejným způsobem působení, ale lišící se velikostí účinku 
Mezi zástupce této podskupiny patří například verapamil, což je blokátor kalciového 
kanálu. Oba enantiomery mají stejné farmakologické účinky, ale liší se velikostí odezvy. 
Obecně je aktivnější (S)-verapamil a nejvíce je tento rozdíl pozorovatelný pro negativní 
chromotropický efekt, kdy je (S)-verapamil nejméně 20 krát účinnější než (R)-verapamil [29]. 
Podobné je to i v případě methadonu, který se používá při léčbě závislosti na opiátech a 
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bolestí u rakovinných onemocnění, kdy (R)-(–)-methadon je 25-50 krát účinější než 
(S)-(+)-methadon [3]. 
 Stereoizomery s jediným aktivním enantiomerem, (druhý enantiomer je inaktivní) 
Mezi tyto stereoizomery patří antagonisté β-adrenoceptoru, které jsou až na timolol a 
penbutolol distribuovány jako racemáty a používají se ke snížení krevního tlaku. Aktivita 
(S)-enantiomerů těchto látek je o jeden až dva řády větší než aktivita (R)-enantiomerů [29]. 
2.6.1.2. Racemická léčiva s rovnocenně bioaktivními enantiomery 
Do této skupiny patří jen několik léčiv, jako jsou cyklofosfamidy (antineoplastikum) nebo 
fluoxetin (antidepresivum) [3]. Stejně jako minulou skupinu i tuto lze dále rozdělit do dvou 
podskupin [26]: 
 Stereoizomery, jež jsou rovnocenné ve velikosti účinku i ve způsobu působení  
Patří sem léčiva, jejichž stereoizomery neprojevují žádný nebo jen malý rozdíl ve velikosti 
účinku, například flekainid, mexiletin, tokainid, propafenon (antiarytmika) nebo mefloquin, 
halofantrin, enpirolin (antimalarika) [26, 29]. 
 Stereoizomery se stejnou velikostí účinku, ale s rozdílným působením 
V této skupině jsou zahrnuta léčiva, jejichž enantiomery jsou agonisté různých receptorů 
nebo antagonisté různých receptorů nebo jsou agonisté i antagonisté stejného receptoru. 
Enantiomery dobutaminu jsou agonisté různých receptorů. (+)-dobutamin působí jako β1- a 
β2-adrenoceptorní agonista, kdežto (–)-dobutamin působí jako α1-adrenoceptorní agonista 
[29]. Labetalol je sloučenina se dvěma chirálními centry, která má 4 stereoizomery: 
(R,R)-enantiomer se projevuje β-blokační antagonistickou aktivitou a (S,R)-enantiomer jeví 
α-blokační aktivitu. (S,S)- a (R,S)-diastereomery se na celkové aktivitě labetalolu nepodílí 
[29]. 
2.6.1.3. Racemická léčiva s chirální inverzí 
Existují dva druhy chirální inverze a to jednosměrná a obousměrná. Při jednosměrné 
inverzi se jedná o transformaci jednoho enantiomeru na jeho opak (např. (R) na (S)). Tato 
inverze byla pozorována u derivátů kyseliny 2-arylpropionové, které patří do skupiny 
nesteroidních protizánětlivých látek (NSAIDs, non-steroidal anti-inflammatory drugs), 
kterými se detailněji zabývá kapitola 2.8. K jednosměrné chirální inverzi mezi jinými deriváty 
kyseliny 2-arylpropionové dochází u ibuprofenu, kdy (R)-enantiomer přechází působením 
jaterních enzymů na přibližně stokrát více aktivní (S)-ibuprofen (detailnější popis této inverze 
je uveden v kapitole 2.6.3.5. Chirální inverze) [3, 29]. 
Obousměrnou inverzí neboli racemizací prochází 3-hydroxy-benzodiazepiny, jako jsou 
oxazepam, lorazepam nebo temazepam a projevuje se také u thalidomidu. U těchto látek 
dochází in vitro ve vodném roztoku k racemizaci (R) a (S) enantiomerů. In vivo dochází 
k racemizaci pouze u thalidomidu. U hydroxy-benzodiazepamů k in vivo racemizaci nedo-
chází kvůli rozdílům mezi substituenty okolo chirálního centra [3]. 
2.6.2. Absorpce a distribuce chirálního léčiva v lidském organismu 
Poté, co je subjekt vystaven chirálnímu léčivu, dochází k absorpci, distribuci, metabolismu 
(viz kap. 2.6.3.) a eliminaci léčiva (kap. 2.6.4.), což jsou velmi důležité děje, které určují 
kvantitativní i kvalitativní účinek chirálního léčiva. Tyto děje jsou také velmi často 
stereoselektivní [10, 29].  
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Většina léčiv je absorbována a transportována přes buněčné membrány pasivní difúzí, což 
je děj, který závisí pouze na fyzikálně – chemických vlastnostech látek, jako je lipofilita či 
velikost molekuly, a tudíž není enantioselektivní a nedochází zde k rozdílům v chování 
enantiomerů. Toto ovšem neplatí v případě diastereomerů, které se od sebe fyzikálně – 
chemickými vlastnostmi liší, a také to nemusí platit, pokud je opticky aktivní sloučenina 
uvolňována z chirálního prostředí, jako například stereoselektivní absorpce propranololu 
uvolňovaného za přítomnosti hydroxypropylcelulózy [29]. Při aktivním transportu chirální 
sloučeniny naopak dochází k interakci mezi chirálním léčivem a přenašečem a lze očekávat 
změnu v podílu enantiomerů [10, 29]. 
Koncentrace aktivní látky, která není vázána na proteiny v krevní plazmě, je schopna 
dosáhnout rovnováhy s receptory aktivních míst a způsobit tak farmakologický účinek. 
Stereoselektivní vazba chirální sloučeniny na proteiny tedy ovlivňuje výsledný poměr 
volných enantiomerů v plazmě a tím i projevovaný účinek [29]. Příklady léčiv, které jsou 
schopny stereoselektivní vazby jsou uvedeny v tabulce 2. Tyto vazby nemusí být u všech 
etnických skupin stejné, například u čínských pacientů byla zjištěna rozdílná schopnost 
stereoselektivní proteinové vazby zásaditých léčiv, která může být z části důvodem pro vyšší 
citlivost čínských pacientů na propranolol [29]. 
Tabulka 2:  Léčiva schopné stereoselektivní vazby na proteiny (upraveno z [10]) 
 Volná frakce (%)  
Léčivo (S)-enantiomer (R)-enantiomer Poměr 
Bupivakain 4,5 6,6 1,47 
Etodolak 0,85 0,47 1,8 
Flurbiprofen 0,048 0,082 1,71 
Gallopamil 5,7 4,0 1,4 
Chloroquin 33,3 51,3 1,7 
Ibuprofen 0,64 0,42 1,5 
Karvedilol 0,63 0,45 1,4 
Mexiletin 28,3 19,8 1,4 
Pentobarbital 26 37 1,4 
Propafenon 2,5 3,9 1,6 
Propranolol 17,6 20,3 1,15 
Sotalol 62 65 1,05 
Verapamil 11,5 6,3 1,8 
Warfarin 2,2 3,6 1,6 
Nejen plazmatické proteiny, ale i tkáňové proteiny jsou schopny enantioselektivních vazeb. 
Při transportu ibuprofenu do synoviální tekutiny je preferován (S)-ibuprofen, vzhledem 
k vyšší volné frakci tohoto enantiomeru v plazmě [10, 29]. Příjem ibuprofenu do tukových 
tkání však upřednostňuje (R)-ibuprofen. Tento rozdíl dokazuje, že stereoselektivní vazby na 
tkáňové proteiny jsou pro každou tkáň specifické [29]. 
Stereoselektivita při vazbě na proteiny v tkáni nebo plazmě se neprojevuje pouze pro 
původní nezměněné sloučeniny, ale také i pro chirální metabolity těchto sloučenin [10, 26, 
29]. 
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2.6.3. Metabolismus chirálního léčiva v lidském organismu 
Při metabolismu chirálního léčiva je rozdílné chování stereoizomerů spíše pravidlem než 
výjimkou a většina rozdílů v chování enantiomerů ve farmakokinetické fázi vyplývá právě 
z metabolických změn. Je to dáno rozdíly ve vazbě enantiomerních substrátů k aktivním 
místům enzymů. Na základě těchto rozdílů jsou často páry enantiomerů metabolizovány 
různým tempem (stejnými enzymy, např. verapamil) případně odlišnou metabolickou cestou 
(různými enzymy, např. warfarin nebo mefenytoin), při které vznikají alternativní produkty 
[10, 26]. V případě metabolismu warfarinu (obr. 12) vzniká 6-hydroxywarfarin, který je 
metabolickou cestou pro (R) i (S)-warfarin, 7-hydroxywarfarin, který je hlavní metabolickou 
cestou pro (S)-warfarin a warfarin alkohol, který je hlavní metabolickou cestou pro 
(R) warfarin [26, 29]. 
Stereoselektivita metabolismu je ovlivněna faktory, jako jsou například: etnikum, pohlaví, 
věk, nemoc a v neposlední řadě i interakce mezi léčivy. Interakce mezi léčivy je obzvláště 
důležitá. Pokud je pár enantiomerů metabolizován různými enzymy, interakce dalšího léčiva 
může inhibovat jeden z enantiomerů a na druhý neúčinkovat nebo naopak metabolismus 
druhého enantiomeru zrychlit [26]. 
Z hlediska chování chirálního léčiva v životním prostředí je důležitý poznatek, že se 
stereoselektivita metabolismu liší v závislosti na druhu organismu [30]. Při sledování 
vylučování propranololu u psů bylo zjištěno, že stereoselektivita je opačná než u člověka 
(pes S > R; člověk R > S). Podobným případem je stereoselektivní vylučování warfarinu 
u krys (R > S) opět ve srovnání s člověkem (S > R). Na druhu organismu je závislá i chirální 
inverze derivátů 2-arylpropionových kyselin (viz kap. 2.6.3.5. Chirální inverze) [30]. 
Stereoselektivitu metabolismu chirálních sloučenin lze rozdělit do tří skupin z hlediska 
substrátu, produktu nebo obou [10]. 
 Substrátová selektivita – jeden z enantiomerů je metabolizován rychleji než druhý. 
 Produktová selektivita – při které je přednostně produkována jedna určitá 
stereoizomerní forma metabolitu. 
 Selektivita substrát-produkt – je kombinací obou zmíněných skupin, kdy jeden 
z enantiomerů je přednostně metabolizován na určitý diastereomerní produkt. 
Metabolismus chirálních léčiv lze také rozdělit podle stereochemických přeměn, ke kterým 
dochází [10, 26, 29].  
2.6.3.1. Přeměna achirální sloučeniny na chirální metabolit 
Metabolickou přeměnou vzniká v původně achirální molekule asymetrický atom a 
molekula se tím stává chirální. Vzhledem ke stereospecifičnosti biologických pochodů 
obvykle in vivo vzniká jen jeden stereoizomer metabolitu [10, 29]. Například antiepileptikum 
fenytoin je stereospecificky hydroxylováno do polohy para- za vzniku 














Obrázek 11:  Přeměna achirální molekuly v chirální (upraveno z [10]) 
2.6.3.2. Přeměna chirální sloučeniny na chirální metabolit 
Při této přeměně nedochází ke stereochemické změně molekuly. Je to dáno tím, že 
molekula nebyla metabolizována v místě chirálního centra [10, 29]. Pokud nedošlo ke změně 
priorit funkčních skupin, pak absolutní konfigurace původního léčiva a jeho metabolitu bude 
























Obrázek 12: Metabolismus warfarinu (upraveno z [26, 29]) 
2.6.3.3. Přeměna chirální sloučeniny na diastereomerní metabolit 
Ke vzniku diastereomerního metabolitu dochází introdukcí chirálního centra do chirální 
molekuly. Kromě warfarinu k tomuto jevu dochází i u thioridazinu, metoprololu a bufuralolu 
[10, 26, 29]. 
2.6.3.4. Přeměna chirální sloučeniny na achirální metabolit 
Při této přeměně chirální molekula ztrácí centrum chirality. Tato přeměna je typická pro 
všechny chirální blokátory kalciového kanálu s dihydropyridinovou strukturou jako je 
například nilvadipin, který chiralitu ztrácí oxidací dihydropyridinového kruhu na odpovídající 
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pyridinový analog. Další zástupce této skupiny je omeprazol, ze kterého oxidací vzniká 
















Omeprazole (chirální) Sulfon omeprazol (achirální)  
Obrázek 13: Přeměna chirální na achirální sloučeninu (upraveno z [10]) 
2.6.3.5. Chirální inverze 
Chirální inverzí rozumíme transformaci určitého enantiomeru v jeho stereochemický opak, 
například (R) na (S) nebo (+) na (–) apod. Tato přeměna je nejlépe prostudována u derivátů 
kyseliny 2-arylpropionové (2-APA). Mezi sloučeniny, které jsou schopny inverze, patří 
například ibuprofen, ketoprofen, fenoprofen, naproxen, benoxaprofen, cicloprofen a 
thioxaprofen [29, 31]. 
K inverzi dochází na asymetrickém α-uhlíku karboxylové skupiny. V případě 
2-arylpropionových kyselin dochází k jednosměrné inverzi (R)-enantiomeru na 
(S)-enantiomer. Mechanismus inverze (obr. 14) spočívá ve vytvoření thioesteru (R)-APA 
s acyl-koenzymem A (CoA) přes přechodný produkt adenosin monofosfát. Dále následuje 
epimerizace v centru chirality (R)-profenyl-CoA-thioesteru na (S)-profenyl-CoA-thioester. 
Poslední fází je hydrolýza thioesteru acyl-koenzymu A za uvolnění 2-arylpropionové kyseliny 
[10, 31]. Tento mechanismus byl získán při studiu chirální inverze ibuprofenu a podle [31] je 



















Obrázek 14: Mechanismus metabolické chirální inverze 2-arylpropanových kyselin (upraveno z [10])  
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Některé deriváty kyseliny 2-arylpropionové (např. ketoprofen, ibuprofen a fenoprofen) 
jsou schopny inkorporace do tukových tkání ve formě hybridních triacylglycerolů (Obr. 15). 
K inverzi je nutná předchozí tvorba thioesteru Acyl-CoA, který je následně invertován na 
(S) enantiomer, nebo zabudován do tuků. Tato schopnost derivátů kyseliny 2-arylpropionové 
je spojována se schopností inhibovat syntézu mastných kyselin a sterolů, čímž je narušen 










Obrázek 15: Hybridní triglycerid, ve kterém ibuprofen nahradil palmitovou kyselinu [31] 
Míra inverze je pro jednotlivé sloučeniny odlišná, například v lidském organismu je 100 % 
(R)-fenoprofenu přeměněno na (S)-fenoprofen, zatímco (R)-ibuprofenu se přeměnění jen 
60 %. U indoprofenu, carprofenu nebo flurbiprofenu není míra inverze znatelná [31]. Míra 
inverze se také zdá být nezávislá na dávce [29]. 
Metabolická inverze se odlišuje v souvislosti s druhem organismu, u kterého je sledována. 
(R)-flurbiprofen je kvantifikovatelně invertován u psů a morčat, ale u potkanů, lidí nebo 
pískomilů je inverze neznatelná. Inverze ketoprofenu je také značně variabilní v závislosti na 
organismu (potkan, pes, kůň 74 – 92 %; pískomil 27 %; člověk ~10 %). Kromě vyšších 
organismů jsou inverze schopné také mikroorganismy. Prokázáno to bylo u druhu verticillum 
lecanii, který je schopen inverze (R)-ibuprofenu, fenoprofenu, suprofenu a také metabolitů 
racemického ibuprofenu [31]. 
2.6.4. Eliminace chirálního léčiva z lidského organismu 
Eliminace chirálního léčiva či jeho metabolitů z organismu je také stereoselektivní, i když 
není tak významná jako stereoselektivita metabolická. K vylučování dochází v ledvinách a to 
glomerulární filtrací, tubulární sekrecí či reabsorpcí [10, 29]. Stereoselektivita může být 
ovlivněna kompetivitou enantiomerů při interakci s aniontovými/kationovými transportními 
proteiny v tubulárních epitelových buňkách [26]. Mezi léčiva, u kterých bylo prokázáno 
stereoselektivní vylučování, patří například: prenylamin, terbutalin, tocainid, pindolol, 
metoprolol a atenolol [10]. 
2.7. Chirální léčiva v životním prostředí 
Přítomnost chirálních i achirálních léčiv v životním prostředí je výsledkem lidské aktivity. 
Zdroj léčivých substancí v životním prostředí je stejný jak pro opticky aktivní tak i pro 
opticky neaktivní látky. Do životního prostředí jsou léčiva introdukována například 
v nedokonale vyčištěné, případně surové odpadní vodě, průsakové vodě ze skládek i přímo 
z továren výrobců farmaceuticky aktivních substancí. Dalším zdrojem mohou být odpady ze 
zemědělství v případě použití veterinárních léčiv nebo při neoficiálním použití jako 
urychlovačů růstu [32, 33]. 
Do odpadní vody se farmakologicky aktivní látky dostávají převážně vylučováním 
z lidského organismu, a to jako nemetabolizované i metabolizované sloučeniny. Dalším 
způsobem je také i nesprávná likvidace léčiv, kdy obsah domácí lékarničky při úklidu 
mnohdy končí ve WC [32, 33]. 
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Rozdíl mezi chirálním a achirálním léčivem spočívá v rozdílném chování enantiomerů 
v biologickém systému, jakým je biotická složka životního prostředí. Chirální léčivo je 
přeměňováno jak biotickými procesy, ve kterých se enantiomery těchto léčiv mohou chovat 
odlišně a být rozdílně transformovány, tak i abiotickými procesy. Při abiotických procesech 
jako je například sorpce, fotochemická transformace, výměna voda–vzduch či půda–vzduch, 
se enantiomery chirálních léčiv chovají stejně, protože mají stejné fyzikálně – chemické 
vlastnosti [26]. Tudíž, jak už bylo řečeno v kapitole 2.4, enantiomery chirálních léčiv (i jiných 
xenobiotik jako jsou např. pesticidy) mohou sloužit jako markery biologické aktivity, což lze 
využít například při studiích degradability [12, 13]. Vzhledem k stereoselektivnímu 
metabolismu chirálních léčiv a stereoselektivnímu utváření aktivních meziproduktů a 
metabolitů se toxicita enantiomerů může podstatně lišit [26]. Studiem léčiv na enantiomerní 
úrovni tedy lze dosáhnout přesnějšího hodnocení rizika jejich přítomnosti v životním 
prostředí. 
Chirální molekuly podléhají rozličným komplexním a často stereoselektivním biologickým 
procesům odehrávajícím se v životním prostředí, které mohou ovlivnit (a často zcela změnit) 
celkový dopad a ekotoxicitu těchto sloučenin [26]. Jako příklad může sloužit achirální 
pesticid γ-hexachlorcyklohexan, který je degradován na chirální toxický 
γ-pentachlorcyklohexen [5, 6]. 
Stereochemické přeměny v životním prostředí jsou v principu stejné jako u metabolických 
přeměn. Do molekuly může být introdukováno chirální centrum, za vzniku chirální molekuly 
nebo diastereomerů. Nebo naopak může původně chirální sloučenina být degradována na 
achirální sloučeninu [6]. 
Obrázek 16 schematicky znázorňuje vstup chirálního léčiva do životního prostředí a 
naznačuje přeměny, kterými chirální léčivo prochází. 
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Obrázek 16: Transformace chirálního léčiva v životním prostředí (upraveno z [26]) 
2.7.1. Analýzy chirálních léčiv v životním prostředí 
Enantioselektivních analýz polutantů v životním prostředí je ve srovnání s achirálními 
analýzami menšina. Vzhledem k  neustálému vývoji přesnějších a citlivějších analytických 
metod se však zájem o toto pole v environmentální chemii zvyšuje. Velký důraz se klade na 
chirální pesticidy a perzistentní organické polutanty jako například o,p-DDT nebo PCB, 
protože chování jejich enantiomerů v žitvotním prostředí je téměř zcela neprozkoumaná 
oblast. Chování enantiomerů chirálních léčiv je oproti tomu lépe popsané z důvodu 
farmakokinetických a farmakodynamických testů, které jsou prováděny, před tím než je 
léčivo distribuováno. O jejich chování v životním prostředí se ale stále ví jen málo. 
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Tabulka 3: Enantioselektivní analýzy chirálních léčiv v životním prostředí 
Léčivo Rozlišení Analytická metoda a sledovaná matrice Reference
Atenolol 0,8 Přímá chirální LC-MS/MS,  





Atenolol 1,15 Přímá chirální LC-MS/MS,  











Propranolol – Nepřímá chirální GC-MS/MS 
Povrchová a odpadní voda 
[36]  
Metoprolol – 
Ibuprofen – Přímá chirální GC-MS 




Ibuprofen – Přímá chirální GC-MS 
kolona OV1701-DMPena 



















Vysvětlivky: a… heptakis(2,6-O-dimethyl-3-O-n-pentyl)-β-cyklodextrin 
V tabulce 3 jsou uvedeny chirální analýzy léčiv v životním prostředí a metody, které byly 
pro jejich analýzu použity. Kromě analýzy ofloxacinu využívají všechny metody hmotnostní 
detekce a to z důvodu vyšší citlivosti, které je třeba kvůli složitosti matrice a nízké 
koncentraci analytů. Sledovanou matricí byla odpadní nebo povrchová voda.  

































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Reference [34] odkazuje na práci autorů Nikolai a kol., kteří se zabývali stereoselektivní 
degradací tří léčiv ze skupiny β-blokátorů a to atenololu, metoprololu a propranololu. Byla 
zkoumána jejich degradace v procesu čištění odpadních vod ve dvou kanadských čistírnách 
(jedna se sekundárním čištěním aerací, druhá s biologickým čištěním a terciálním čištěním 
pomocí UV). Nikolai a kolektiv došli k zjištění, že všechny studované sloučeniny podléhají 
enantioselektivní degradaci, která je závislá na ročním období a populaci mikroorganismů 
schopných rozkladu nebo transformace těchto látek [34]. 
Propranolol byl jako chirální léčivo v odpadní vodě sledován i autory Fono a Sedlak [36], 
kteří také pozorovali jeho enantioselektivní degradaci. Na přítoku ČOV (aktivovaný kal) byl 
propranolol přítomen jako racemická směs, ale na odtoku dominoval (S)-enantiomer. Byla 
také povrzena domněnka, že ke stereoselektivní degradaci dochází biologickou cestou, neboť 
při chemickém a fyzikálním ošetření vody, které zahrnovalo filtraci, usazování a chloraci, 
nedošlo k poklesu enantiomerní frakce, zatímco při biologickém čištění se enantiomerní 
frakce snížila [36]. 
Fono a kolektiv [41] se zabývali osudem metoprololu v řece, kterou z větší části tvořil 
odtok z čistírny odpadních vod. Závěrem bylo zjištění, že po proudu řeky docházelo 
k postupnému snižování enantiomerní frakce. Počáteční EF měla hodnotu 0,5 a po 13 dnech 
ve směru proudění dosáhla hodnoty 0,44. V řece tedy docházelo k biotransformaci 
metoprololu [41]. 
Kromě osudu beta-blokátorů (viz tabulka 4) v čistírnách OV popisují autoři MacLeod a 
kolektiv [35] i chování léčiv citalopramu a fluoxetinu (selektivní inhibitory zpětného 
vychytávání serotoninu) a salbutamolu (β2-sympatomimetikum). Při čištění odpadních vod 
došlo u všech léčiv kromě metoprololu a sotalolu, ke změně enantiomerní frakce a to 
nejvýrazněji u fluoxetinu a nadololu [35]. 
Autoři MacLeod a Wong [42] po několik měsíců monitorovali skupinu chirálních léčiv 
(atenolol, citalopram, fluoxetin, metoprolol, nadolol, pindolol, propranolol, salbutamol, 
sotalol a temazepam) na odtoku tří čistíren odpadních vod. Ke sběru vzorků byly využity 
pasivní vzorkovače POCIS. Všechna monitorovaná léčiva (kromě temazepamu) byla 
přítomna v neracemickém poměru. Vzhledem k dlouhému období, po které byl monitoring 
prováděn, byly pozorovány změny EF v závislosti na čase odběru vzorků. Tyto změny nebyly 
závislé na celkové koncentraci léčiv, protože ta zůstávala stejná (metoprolol, atenolol). 
U sotalolu se také projevila nezávislost enantiomerní frakce na celkové koncentraci léčiva. Na 
rozdíl od metoprololu a atenololu došlo u sotalolu ke změně celkové koncentrace, ale ne ke 
změně enantiomerní frakce [42]. 
Kromě zákonem uznávaných léčiv se v odpadních vodách vyskytují i zakázané substance. 
Tyto látky byly cílem chirální analýzy autorky Kasprzyk-Hordernové [39]. Ta sledovala osud 
látek ze skupiny amfetaminů (viz tabulka 4) a dále efedrin, pseudoefedrin, norefedrin a 
venlafaxin. Enantiomery těchto látek byly v odpadních vodách detekovány v neracemickém 
poměru. Metamfetamin byl na odtoku přítomen pouze jako účinnější (S)-enantiomer. Opačně 
tomu bylo u amfetaminu, kdy byl na odtoku i přítoku v nadbytku méně účinného 
(R)-amfetaminu. V případě venlafaxinu došlo během čištění odpadní vody k obohacení 
druhého eluovaného enantiomeru z původně racemického složení [39]. Lze tedy usuzovat, že 
při čištění byly přítomny enantioselektivní procesy, schopné této změny. 
Ofloxacin je širokospektré antibiotikum používané k léčbě infekcí. Koncentrace 
(S)-ofloxacinu, který je podle testů in vitro 8 – 128krát účinnější než (R)-ofloxacin, významně 
převažovala na přítoku i odtoku dvou čistíren odpadních vod [40]. 
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Enantioselektivní analýzy byly provedeny i pro léčiva ze skupiny nesteroidních 
protizánětlivých látek (ibuprofen, naproxen). Výsledky vyplývající z těchto analýz jsou 
popsány kapitolách, které se zabývají výskytem ibuprofenu (kap. 2.8.2.2.) a naproxenu 
(kap. 2.8.4.2.) v životním prostředí. 
2.7.2. Enantioselektivní toxicita chirálních léčiv v životním prostředí 
O toxicitě samostatných enantiomerů chirálních léčiv není mnoho dostupných informací. 
Ekotoxilogická data jsou zatím známa pro enantiomery fluoxetinu [43] a propranololu [44] na 
organismech Pimephales promelas (nadřád kostnatých) a Daphnia magna (korýšovití). 
(S)-fluoxetin se projevoval u P. promelas vyšší toxicitou než (R)-fluoxetin. Možným 
vysvětlením je, že hlavní metabolit (S)-fluoxetinu (S)-norfluoxetin je u savců více účinný než 
stejný metabolit (R)-fluoxetinu. U organismu D. magna byla toxicita srovnatelná pro oba 
enantiomery. Rozdíl odpovědí testovaných organismů na stejné enantiomery může být dán 
jejich odlišnou stavbou těla, kdy je menší rozdíl mezi rybou a savcem než mezi korýšem a 
savcem [43].  
 
 
Obrázek 17: Jeleček velkohlavý (Pimephales promelas) 
Enantiospecifická toxicita propranololu byla zkoumána stejnou skupinou autorů jako 
fluoxetin. Akutní testy toxicity (48 hod) na organismech P. promelas a D. magna nevykázaly 
rozdíl mezi enantiomery. U chronických testů se (S)-propranolol na P. promelas jevil toxičtěji 
než (R)-propranolol, ale při použití organismu Daphnia magna se neprojevovaly žádné 
rozdíly mezi enantiomery [44].  
2.8. Studované sloučeniny – nesteroidní protizánětlivé látky (NSAIDs) 
Nesteroidní protizánětlivé látky (nonsteroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs) jsou 
skupinou léčiv řadících se do analgetik a antipyretik. Hlavním a nejvíce známým 
představitelem nesteroidních protizánětlivých látek je achirální kyselina acetylsalicylová. 
Nesteroidní protizánětlivé látky se používají k utlumení mírných a středně silných bolestí, 
k potlačení zánětlivých reakcí, proti horečce, ale také i proti revmatismu jako místní 
antiflogistika [45]. 
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Nesteroidní protizánětlivá léčiva lze podle chemického složení rozdělit do několika skupin 
[45]: 
 Salicyláty 
 Anilinové deriváty 
 Deriváty kyseliny fenyloctové 
 Deriváty kyseliny indoloctové 
 Deriváty kyseliny propionové 
Mechanismem účinku pro většinu NSAIDs je inhibice syntézy prostaglandinu, kterážto se 
podílí na zánětlivé reakci. Této inhibice je dosaženo blokací aktivity enzymu cyklooxygenázy 
(COX), který je pro tvorbu prostaglandinů nezbytný. Enzym cyklooxygenáza existuje ve dvou 
izoformách. Forma COX-1 působí ve zdravém organismu ke tvorbě eikosanoidů, které slouží 
k ochraně žaludeční sliznice. Také zajišťuje správný průtok ledvinami a agregaci trombocytů. 
Izoforma COX-2 je inducibilní enzym, který se uplatňuje až za patologických podmínek, 
jakými je zánět. Neselektivní NSAID blokují oba enzymy COX, což je příčinou nežádoucích 
účinků, jako jsou potíže spojené s gastrointestinálním traktem (průjem, zácpa, nauzea, 
zvracení). Tyto nežádoucí účinky se projevují při vyšších dávkách a při dlouhodobém užívání 
[45, 46, 47].  
2.8.1. Deriváty kyseliny 2-arylpropionové 
Tato práce se v experimentální části zabývá chirálním stanovení tří derivátů kyseliny 
2-arylpropionové (2-APA), a to: ibuprofenu, ketoprofenu a naproxenu. Chirální léčiva, která 
se také řadí do této skupiny, jsou uvedena v tabulce 5. 
Tabulka 5: Chirální deriváty kys. 2-arylpropionové skupiny nesteroidních protizánětlivých léčiv 
(upraveno z [31]) 
Alminoprofen Fenoprofen Ketoprofen Pranoprofen 
Benoxoprofen Flunoxaprofen Loxoprofen Suprofen 
Bermoprofen Flurbiprofen Miroprofen Tiaprofenová kys. 
Carprofen Ibuprofen Naproxen Thioxaprofen 
Cicloprofen Indoprofen Piroprofen Ximoprofen 
 
Hlavní mechanismus účinku derivátů kyseliny 2-arylpropionové je shodný s obecným 
mechanismem NSAID uvedeným v předchozí kapitole. Kromě cyklooxygenázy však tyto 
sloučeniny inhibují také migraci a funkce leukocytů [45]. 
Z hlediska chirality ukázaly studie in vitro, že protizánětlivá aktivita derivátů 2-APA je 
stereospecifická pro (S)-enantiomer [46, 48]. (S)-enantiomery těchto léčiv jsou přibližně 10 až 
800krát účinnější v inhibici syntézy prostaglandinu než (R)-enantiomery. Například 
(S)-ibuprofen je in vitro 160krát více účinný než (R)-ibuprofen. Studie in vivo však ukázaly 
podstatně nižší míru stereoselektivity.  V případě zmiňovaného ibuprofenu je to tak, že 
(S)-ibuprofen je in vivo jen 1,4krát účinnější než (R)-ibuprofen. Tento rozdíl v potenci je 
dáván za důsledek jednosměrné chirální inverzi neúčinného (R)-enantiomeru na účinný 
(S)-enantiomer [29]. Analgetický účinek je naopak větší v případě podání racemické směsi, 
neboť se na něm podílí i (R)-enantiomer [48]. 
Deriváty kyseliny 2-arylpropionové jsou v lidském organismu metabolizovány v játrech 
dvěma enzymatickými systémy (fáze I a fáze II). Ve fázi I je na molekulu navázána 
karboxylová nebo hydroxylová skupina a výsledné metabolity jsou polárnější než původní 
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sloučenina. Při metabolismu fází II jsou metabolity konjugovány na rozpustnější deriváty 
(acylglukuronidy), které usnadňují exkreci [48, 49].  
Kromě humánního použití jsou deriváty 2-APA jako ibuprofen, ketoprofen, naproxen, 
carprofen, vedaprofen, oxindanac, flurbiprofen a fenoprofen také používány k veterinárním 
účelům [26]. 
2.8.2. Ibuprofen 
Ibuprofen neboli (RS)-2-(4-(2-methylpropyl)fenyl)propanová kyselina je dobře účinný a 
dobře snášený derivát 2-APA. V nižších dávkách má výraznější protizánětlivé než analgetické 
účinky. Používá se k léčbě zánětlivých a degenerativních kloubních chorob a jako 
analgetikum při menstruačních bolestech. Pro dobré antipyretické účinky je vhodný 
i u horečnatých onemocnění. Ibuprofen se rychle absorbuje ze zažívacího ústrojí, přičemž 
nejvyšší koncentrace v plazmě dosáhne 1–2 hodiny po požití [45]. Snadno prochází 
placentární bariérou a dostává se do synoviální tekutiny, kde přetrvává i po poklesu 








Obrázek 18: Strukturní vzorec ibuprofenu 
Ibuprofen je lidském organismu z velké části metabolizován. V nezměněné formě je z těla 
vyloučeno méně než 10 % podané dávky. Jeho metabolity a míra, v které jsou vylučovány 
z organismu, jsou uvedeny v tabulce 6. 
Tabulka 6: Míra exkrece a metabolity ibuprofenu [50] 
Míra exkrece Metabolit 
9% 2-hydroxyibuprofen 
17% Konjugovaný 2-hydroxyibuprofen 
16%  karboxyibuprofen 
19% Konjugovaný karboxyibuprofen 
 
V menší míře jsou mezi metabolity zastoupeny i 1- a 3-hydroxyibuprofen. Metabolity 
2-hydroxyibuprofen a karboxyibuprofen (Obr. 19) jsou oba chirální a byly detekovány na 
přítoku i odtoku čistíren odpadních vod a v povrchových vodách a to v koncentracích 
převyšujících původní nemetabolizovaný ibuprofen [38, 49]. Bylo zjištěno, že 




















Obrázek 19: Strukturní vzorce metabolitů ibuprofenu [26] 
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2.8.2.1. Dostupnost a lékové formy v ČR 
Ibuprofen patří celosvětově mezi deset nejprodávanějších léčiv [26]. Distribuuje se 
převážně jako racemická směs, ale je dostupný i jako čistý (S)-ibuprofen (dexibuprofen). 
V České republice je k dostání bez předpisu, a to jako jediná účinná látka nebo v kombinaci. 
Prodává se nejčastěji ve formě tablet, ale i jako krém, gel, sirup, a čípky [52]. Vývoj 
distribuce ibuprofenu podle cesty podání je uveden v tabulce 7.  
Tabulka 7:  Distribuce léčiv s účinnou látkou ketoprofen do lékáren a zdravotnických zařízení 
podle způsobu podání (údaje jsou v počtu balení) [53] 
rok 
Ibuprofen Ibuprofen kombinace 
perorální kožní rektální parenterální Perorální 
2005 10 235 185 957 895 – 15 2 475 925 
2006 9 228 796 762 305 – 18 3 029 619 
2007 10 439 907 891 199 48 196 41 3 320 492 
2008 10 374 867 866 019 91 367 36 3 964 912 
2009 9 708 392 779 015 97 007 45 1 473 232 
2010 9 394 763 669 306 107 911 44 638 349 
2.8.2.2. Výskyt ibuprofenu v životním prostředí  
Vzhledem k vysoké spotřebě léčiv s účinnou látkou ibuprofen lze předpokládat, že se bude 
v nemalé míře vyskytovat v životním prostředí. Toto je potvrzeno studiemi zabývajícími se 
jeho stanovením ve vodách, a to jak odpadních a povrchových, tak i pitných (viz tabulka 8). 
Některé studie se zabývají i jeho stanovením v sedimentech [20]. 
Tabulka 8: Výskyt ibuprofenu v životním prostředí vyjádřené v hodnotách minimum-maximum 
Matrice  Koncentrace (ng/l) Metoda analýzy Reference
ČOV odtok 31 – 191 LC-MS/MS [54] 
Povrchová voda  13 – 87 
ČOV  přítok 96 – 403 GC-MS [55] 
 odtok 5 – 262 
ČOV nemocnice přítok 254 – 574 
ČOV odtok 18a GC-MS [56] 
Povrchová voda  8 – 50 GC-MS [20] 
Povrchová voda  46a LC-MS/MS [17] 
ČOV přítok 7320 – 18410 
 odtok 3090a
ČOV odtok 17,7 – 219 GC-MS [57] 
Povrchová voda  4,5b
Pitná voda  0,6b
ČOV odtok 2178,2 GC-MS [58] 
ČOV odtok 554,2 
Povrchová voda poblíž ČOV 9,5 
ČOV přítok 3204b LC-MS/MS [18] 
ČOV primární čištění 6450 – 11920 GC-MS [59] 
 odtok 990a
Vysvětlivky: a… průměrná hodnota 
 b…maximální hodnota 
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Z tabulky 8 vyplývá, že koncentrace ibuprofenu v surové odpadní vodě jsou velmi různé a 
pohybují se od několika desítek ng/l [57] až po desítky µg/l [17]. Porovnáme-li je 
s koncentracemi ibuprofenu ve vyčištěné vodě (jednotky až stovky ng/l), je zřejmé, že je 
ibuprofen z vody ve větší míře odstraněn. I přes to se v menších koncentracích (jednotky až 
desítky ng/l) vyskytuje v povrchových vodách a dokonce ve vodách pitných [57]. 
Míra odstranění ibuprofenu je relativně vysoká a je závislá na typu čistírny odpadních vod. 
V konvenčních čistírnách používajících aktivovaný kal se míra odstranění pohybuje kolem 
90 % [60, 61, 62]. U čistíren na principu věžového filtru (trickling filter) byla účinnost 
odstranění o něco nižší (85 %) [60]. Autoři Hijosa-Valsero, Matamoros a kolektiv zjistili, že 
odstranění ibuprofenu v hybridních čistírnách odpadních vod a v konvenční městské čistírně 
mělo účinnost podobnou, a to více než 89 % [59]. Účinnost odstranění se liší také podle 
ročního období. Ppodle článku autorů Castiglioni a kol. [63] byl ibuprofen v létě odstraněn 
s průměrnou účinností 93 %, a v zimě s 38 %. 
Údajů o enantioselektivním chování ibuprofenu v procesu čištění odpadní vody není 
mnoho. Autoři Buser a kol. [38] se zabývali degradací ibuprofenu a jeho metabolitů 
hydroxyibuprofen a karboxyibuprofen v čistírnách odpadních vod a povrchových vodách. 
Tabulka 9: Koncentrace a enantiomerní poměr ibuprofenu v povrchových vodách (data z [38]) 
Lokalita (jezero) Koncentrace (ng/l) ER 
Greifenesee (srpen) 4,3 ~ 0,7 S < R 
Greifenesee (září) 4,7 ~ 1,0 racemické 
Greifenesee(prosinec) 7,8 2,0 S > R 
Greifenesee (březen) 4,3 2,1 S > R 
Greifenesee (duben) 7,8 2,0 S > R 
Greifenesee (květen) 2,0 1,6 S > R 
Greifenesee (červenec) 5,2 1,6 S > R 
Greifenesee (srpen) 5,2 1,1 S > R 
Greifenesee (prosinec) 4,7 1,8 S > R 
Aabach (srpen – říjen) < 0,2 – 2,4 0,9 – 3,0 S < R – S > R 
Pfärffikersee (srpen) 4,0 1,4 S > R 
Zürichsee (prosinec – říjen) 3,3 – 4,0 1,0 racemické 
Baldeggrersee (červen-listopad) 1,5 – 3,2 1,3 S > R 
Sempachersee (srpen – červenec) < 0,2 1,8 – 4,1 S > R 
 
 V přítoku OV na čistírnu byl ibuprofen přítomen v koncentracích 1 – 3,3 µg/l s výraznou 
převahou (S)-enantiomeru nad (R)-enantiomerem. Metabolity hydroxyibuprofen a 
karboxyibuprofen se na přítoku ČOV vyskytovaly ve větších koncentracích než samotný 
ibuprofen. Odstranění ibuprofenu bylo velmi účinné (>95 %), protože koncentrace ibuprofenu 
poklesly na 2 – 81 ng/l. Hodnoty ER byly na odtoku nižší než na přítoku, což naznačuje 
rychlejší degradaci (S)-enantiomeru [38]. Při studiích enantioselektivní degradace Buser a 
kolektiv došli k závěru, že při inkubaci jezerní vody, do které byl přidán racemický ibuprofen, 
byl stejně jako v odpadní vodě (S)-ibuprofen degradován rychleji než (R)-ibuprofen a to 
biologickou cestou (ve sterilních vzorcích nebylo pozorováno snížení koncentrace) [38]. 
Ke stejnému závěru, co se týče rychlejší degradability (S)-ibuprofenu v čistírnách 
odpadních vod, došli i autoři Matamoros, Hijosa a Bayona. Tito autoři porovnali  
enantiomerní odstranění ibuprofenu a naproxenu v pěti různých čistírnách OV (3 čistírny na 
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principu umělého mokřadu, pískového filtru a konvenční ČOV s aktivovaným kalem) a 
poukázali na to, že se  enantiomerní degradace liší podle toho, zda k ní dochází v aerobních či 
anaerobních podmínkách. V aerobních podmínkách byl rychleji degradován (S)-ibuprofen a 
enantiomerní frakce (EF) se snížila. Oproti tomu v anaerobních podmínkách ke změně EF 
nedošlo a degradace probíhala stejně jak pro (R)-enantiomer, tak i pro (S)-enantiomer [37]. 
Rychlejší degradabilita (S)-enantiomeru byla potvrzena i v hybridních systémech čistíren OV 
[59].  
Protože ke změně poměru enantiomerů může dojít pouze biologickým působením, Buser a 
kol [38] navrhli použití chirálních léčiv (konkrétně ibuprofenu) jako traceru pro hodnocení 
účinnosti čištění odpadní vody. Poměr enantiomerů totiž není ovlivněn výkyvy v koncentraci 
léčiva, ani nejistotou analytické metody, (oba enantiomery mají stejnou výtěžnost v každém 
kroku analýzy). Autoři Matamoros, Hijosa a Bayona však nedoporučili použití ibuprofenu 
kvůli závislosti degradability na aerobních či anaerobních podmínkách [37].  
2.8.3. Ketoprofen 
IUPAC název ketoprofenu je (RS)-2-(3-benzoylfenyl)propanová kyselina. Na trh byl 
uveden v roce 1986. Jeho vlastnosti jsou velmi podobné ibuprofenu. Kromě inhibice 
biosyntézy prostaglandinů, také zabraňuje migraci leukotrienů a leukocytů do zapálených 
kloubů a během zánětu stabilizuje lysozomální membránu, čímž snižuje destrukci tkáně. 
Ketoprofen se používá při dlouhodobé léčbě revmatoidní artritidy a osteoartritidy a pro 







Obrázek 20: Strukturní vzorec ketoprofenu 
Při orálním podání je ketoprofen téměř úplně absorbován. Nejvyšší koncentrace v plazmě 
nastávají 0,5 – 2 hodiny po podání. V plazmě je z 99 % vázán na proteiny a metabolizuje se 
glukuronidací karboxylové skupiny, hydroxylací benzoylového kruhu a redukcí keto-skupiny. 
Exkrece ketoprofenu je stereoselektivní pro (S)-enantiomer [10, 48, 64]. 
2.8.3.1. Dostupnost a lékové formy v ČR 
Ketoprofen je v mnoha zemích a také v České republice k dostání bez lékařského předpisu 
(např. Fastumgel), i když některé jeho formy jsou na předpis (tablety a čípky). Distribuuje se 
převážně jako racemická směs, ale je dostupný i jako dexketoprofen ((S)-ketoprofen). 
V České republice je dostupný ve formě tablet, krémů, gelů, léčivých náplastí, čípků, i jako 
nosní nebo kožní sprej [52]. 
V tabulce 10 je uvedena distribuce v počtu balení ketoprofenu do lékáren a zdravotnických 
zařízení [53]. 
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Tabulka 10: Distribuce léčiv s účinnou látkou ketoprofen do lékáren a zdravotnických 
zařízení podle způsobu podání (údaje jsou v počtu balení) [53] 
Rok 
Ketoprofen  Dexketoprofen
perorální kožní rektální parenterální perorální 
2005 235 096 1 432 285 17 343 103 335 95 479 
2006 199 110 1 244 466 12 988 92 124 75 202 
2007 199 575 1 173 968 12 394 102 962 56 660 
2008 177 622 968 316 10 210 95 068 35 707 
2009 171 618 729 845 9 240 87 478 21 806 
2010 167 145 651 132 7 810 86 230 18 807 
2.8.3.2. Výskyt ketoprofenu v životním prostředí  
Ketoprofen je léčivo často se vyskytující v životním prostředí. Jeho zdrojem jsou 
nedostatečně vyčištěné odpadní vody. V tabulce 11 jsou shrnuty hodnoty koncentrací 
ketoprofenu, které byly zjištěny v odpadních i povrchových vodách. 
Tabulka 11: Výskyt ketoprofenu v životním prostředí vyjádřené v hodnotách minimum-
maximum 
Matrice  Koncentrace (ng/l) Metoda analýzy Reference
ČOV odtok 174 – 556 LC-MS/MS [54] 
Povrchová voda  10 – 163 
ČOV  přítok 36 – 97 GC-MS [55] 
 odtok 39 – 83 
ČOV nemocnice přítok 384 – 704 
ČOV odtok 23a GC-MS [56] 
ČOV přítok 500 – 2270 LC-MS/MS [17] 
 odtok 290a
ČOV odtok 21,8 – 1080,6 GC-MS [57] 
Povrchová voda  14,5b
Pitná voda  3b
ČOV odtok 268 GC-MS [58] 
ČOV odtok 10 
ČOV primární čištění 1340b GC-MS [59] 
 odtok < 410 – < 890 
Vysvětlivky: a… průměrná hodnota 
 b…maximální hodnota 
Koncentrace ketoprofenu v surových odpadních vodách se pohybují v desítkách až 
stovkách ng/l. V závislosti na účinnosti čistícího procesu koncentrace na odtoku čistírny 
odpadních vod klesají, ale v některých případech se i přes čištění ketoprofen dostává do 
povrchových vod, ve kterých je také detekován [54, 57].  
Účinnost odstranění ketoprofenu z odpdních vod je ve srovnání s ibuprofenem menší. 
Průměrná míra odstranění ketoprofenu byla v kanadských čistírnách 44 % [61]. V čistírnách 
odpadních vod ve Španělsku se účinnost odstranění pohybovala mezi 38 – 67 % [62]. 
U finských čistíren byla pozorována účinnost od 51 do 100 % [65]. V hybridních čistírnách 
odpadních vod byl ketoprofen odstraněn s účinností cca 80 % [59]. 
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Bohužel, zatím nejsou dostupné žádné údaje o chování enantiomerů ketoprofenu v procesu 
čištění odpadních vod nebo v životním prostředí.  
2.8.4. Naproxen 
Naproxen, neboli podle IUPAC názvosloví (RS)-2-(6-methoxynaftalen-2-yl)propanová 
kyselina, je jediné léčivo ze skupiny NSAID, které je výhradně distribuováno jako 
(S)-enantiomer [64]. Má protizánětlivé, analgetické a antipyretické účinky a užívá se při léčbě 
revmatických nebo muskuloskeletárních poruch, revmatoidní artritidy, menstruačních bolestí 







Obrázek 21: Strukturní vzorec naproxenu 
Naproxen je v inhibici syntézy prostaglandinů 12krát účinnější než aspirin a 3 – 4krát 
účinnější než ibuprofen. V případě analgetických účinků je 7krát účinnější než aspirin [64].  
Při orálním podání je z gastrointestinálního traktu téměř úplně absorbován a nejvyšší 
koncentrace v plazmě dosáhne 2 – 4 hodiny po podání. Jako většina kyselých NSAIDs je ve 
velké míře vázán k plazmatickým proteinům [46, 64].  
Naproxen je stejně jako ostatní deriváty kyseliny 2-arylpropionové v lidském organismu 
ochotně metabolizován. Důkazem je míra exkrece nezměněného léčiva (méně než 10 %). 
Z 60 % je vylučován v konjugované formě, z 5 % je vylučován jako 6-O-desmethylnaproxen 
a z 20 % jako konjugovaný 6-O-desmethylnaproxen [50]. Naproxen má na rozdíl od 
ibuprofenu delší poločas eliminace a lze jej proto podávat jen 2× denně [46]. 
2.8.4.1. Dostupnost a lékové formy v ČR 
V České republice je naproxen k dostání jako tablety (Aleve, Nalgesin S) a gel (Emoxen 
gel) a to jako volně dostupné léčivo [52]. V tabulce 12 je uvedena distribuce léčiv s účinnou 
látkou naproxen do lékáren a zdravotnických zařízení [53]. 
Tabulka 12: Distribuce léčiv s účinnou látkou naproxen do lékáren a zdravotnických 
zařízení podle způsobu podání (údaje jsou v počtu balení) [53] 
  
Rok 
Způsob podání  
perorální kožní 
2005 316 333   
2006 310 037 23 972 
2007 431 779 183 687 
2008 516 674 181 924 
2009 429 112 86 678 
2010 393 542 62 998 
2.8.4.2. Výskyt naproxenu v životním prostředí  
Naproxen se stejně jako ostatní humánně používaná léčiva dostává do životního prostředí 
nejčastěji v nedostatečně vyčištěné odpadní vodě. V tabulce 13 jsou uvedeny koncentrace 
naproxenu, které byly stanoveny v odpadní, povrchové i pitné vodě. 
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Tabulka 13: Výskyt naproxenu v životním prostředí vyjádřené v hodnotách minimum-
maximum 
Matrice  Koncentrace (ng/l) Metoda analýzy Reference 
ČOV odtok 101 – 392 LC-MS/MS [54] 
Povrchová voda  6 – 130 
ČOV  přítok 219 – 302 GC-MS [55] 
 odtok 21 – 253 
ČOV nemocnice přítok 37 – 245 
ČOV odtok 31a GC-MS [56] 
Povrchová voda  2 – 30 GC-MS [20] 
Povrchová voda  35a LC-MS/MS [17] 
ČOV přítok 1 850 – 4 580 
 odtok 598a
ČOV odtok 42,1 - 289,1 GC-MS [57] 
Povrchová voda  9,1b
Pitná voda  0,2b
ČOV odtok 7 098,2 GC-MS/MS [58] 
ČOV odtok 1 043,8 
Povrchová voda poblíž ČOV 271,4 
ČOV primární čištění 970 – 1 810 GC-MS [59] 
 odtok 160a
Vysvětlivky: a… průměrná hodnota 
 b…maximální hodnota 
Účinnost odstranění naproxenu v čistírnách odpadních vod se pohybuje kolem 40 – 90 % 
(Španělsko, dvě ČOV) [62]. Lindqvist a kolektiv [65] zjistili, že míra odstranění naproxenu 
u sedmi finských čistíren je v rozmezí 55 až 98 %. V obou případech šlo o čistírny 
s konvenčním způsobem čištění, tedy primární sedimentace a sekundární biologické čištění 
pomocí aktivovaného kalu. Určení, o jaký druh čistírny odpadních vod se jedná, je důležité, 
protože míra odstranění naproxenu se liší v závislosti na typu čistírny odpadních vod. Autorka 
Kasprzyk-Hordernová [60] porovnala účinnosti odstranění naproxenu konvenční čistírnou 
využívající aktivovaný kal, ve které byl naproxen odstraněn se 78% účinností, s čistírnou na 
principu věžového filtru, ve kterém byla míra odstranění nižší, a to 58 %. Čistírny 
s aktivovaným kalem vyšly ze srovnání lépe i podle autorů Hijosa-Valsero, Matamoros a kol., 
kde byl naproxen v plně přírodních čistírnách odpadních vod odstraněn s účinností 73 – 85 % 
a v konvenční čistírně s aktivovaným kalem s účinností 89 % [59]. 
Enantioselektivním odstraněním naproxenu se zabývá článek autorů Matamoros, Hijosa a 
Bayona [37], ve kterém bylo zjištěno, že změny poměru enantiomerů (EF) korelují s účinností 
odstranění naproxenu a proto je možné použít naproxenu jako chirální tracer k hodnocení 
účinnosti čištění odpadních vod. Enantiomerní frakce naproxenu naměřená v přítoku 
odpadních vod se, na rozdíl od ibuprofenu, v odtoku čistírny snížila za aerobních 
i anaerobních podmínek. Naproxen byl shledán vhodným i z hlediska jeho časté detekce 
v odpadních vodách [37] (na rozdíl od chirálního β-blokátoru propranololu, který byl jako 
tracer navržen autory Fono a Sedlak [36]). V přítoku i odtoku byl naproxen detekován 
v nadbytku (S)-enantiomeru [37], což se předpokládalo, protože je jako (S)-enantiomer 
distribuován. 
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2.9. Chirální separace v kapalinové chromatografii 
Separace enantiomerů lze dosáhnout dvěma přístupy. První, nepřímý přístup využívá 
schopnosti enantiomerů tvořit s chirálními činidly diastereomerní sloučeniny, které mají 
rozdílné fyzikálně – chemické vlastnosti a lze je rozdělit pomocí achirálních analytických 
metod [5, 66, 67]. 
Druhý přístup využívá rozdílného chování enantiomerů v chirálním prostředí. Toto 
prostředí může být v případě chromatografických metod tvořeno buď chirálním selektorem 
vázaným ve stacionární fázi (chirální stacionární fáze, CSP), nebo chirálním selektorem 
přidaným do mobilní fáze (CMPA). Použitím tohoto postupu dojde k separaci enantiomerů 
bez jejich předchozí úpravy, a proto je nazýván jako přímý přístup [5, 66, 67, 68]. 
Nepřímá separace enantiomerů není v aplikované chirální chromatografii příliš využívána. 
V případě přímé chirální separace jsou v porovnání s chirálními selektory v mobilní fázi více 
využívány chirální stacionární fáze. Použití CMPA je limitováno vyššími ekonomickými 
náklady, protože selektory jsou v průběhu separace vymývány mobilní fází bez možnosti 
opětovného použití. Chirální stacionární fáze je pevně vázána v koloně a může být opakovaně 
použita [67, 68]. 
2.9.1. Mechanismus chirální separace 
Mechanismus rozlišení enantiomerů je podobný pro všechny chirální selektory kromě 
principu výměny ligandů (viz [69]). Chirální selektory tvoří s enantiomery analytu dočasné 
komplexy s různou vazebnou energií. Rozdíl mezi vazebnými energiemi enantiomerů je 
způsoben lišící se schopností vazby ke struktuře chirálního selektoru [69].  
Dočasné komplexy enantiomer-selektor jsou stabilizovány pomocí mezimolekulárních 
interakcí, jako jsou například vodíkové můstky, interakce π-π nebo iontové síly. Nelze ovšem 
pominout ani sterické vlivy, tvorbu inkluzních komplexů a van der Waalsovy síly [69]. 
Vlivem mezimolekulárních interakcí je jeden z enantiomerů zadržován pevněji a déle, 
zatímco druhý slaběji vázaný enantiomer je z kolony eluován. Enantioselektivita systému je 
dána především schopností chirálního selektoru rozdělit enantiomery analytu, ale je také silně 
ovlivněna chromatografickými vlivy, jakými jsou složení mobilní fáze, pH a v některých 
případech teplota [70]. 
V následujících kapitolách jsou uvedeny tři nejčastěji používané chirální stacionární fáze. 
2.9.1.1. Chirální stacionární fáze na bázi polysacharidů 
Polysacharidy jsou přirozeně se vyskytující chirální polymery, schopné separace 
enantiomerů. V kapalinové chromatografii byly použity polysacharidy jako celulóza, 
amylóza, xylan, chitosan, dextran a inulin. V původním stavu mají ovšem tyto sloučeniny 
nízké rozlišení, a proto se přistoupilo k jejich derivatizaci. Nejčastějšími polysacharidy 
užívanými jako chirální stacionární fáze jsou celulóza a amylóza (Obr. 22) a jejich triesterové 




Obrázek 22: Třídimenzionální struktura polymerů amylózy a celulózy (upraveno z [69]) 
2.9.1.2. Chirální stacionární fáze na bázi cyklodextrinů 
Cyklodextriny (CD) jsou organické sloučeniny řadící se mezi cyklické oligosacharidy, 
které mohou zahrnovat 6 až 12 D-(+)-glukopyranosových jednotek. Tyto jednotky jsou 
vzájemně spojené α-(1,4) vazbami v židličkové konformaci [67].  
Existují tři základní typy cyklodextrinů: 
- α-cyklodextrin (6 glukózových jednotek) 
- β-cyklodextrin (7 glukózových jednotek) 
- γ-cyklodextrin (8 glukózových jednotek) 
 
Obrázek 23: Struktury cyklodextrinů [6] 
Rozlišení enantiomerů spočívá v tvorbě inkluzního komplexu, kdy enantiomer vstoupí do 
mírně hydrofobické dutiny cyklodextrinu, kde je vázán mezimolekulárními silami. 
Hydroxylové skupiny na okraji cyklodextrinu v polohách 2, 3 a 6 mohou být derivatizovány, 
čímž lze ovlivnit rozpustnost a hloubku dutiny [71].  
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Cyklodextriny jsou používány nejen v kapalinové chromatografii, ale také v plynové, 
superkritické fluidní a tenkovrstvé chromatografii a v kapilární elektroforéze [71].  
 
Obrázek 24: Schéma inkluze sloučeniny do dutiny cyklodextrinu [67] 
2.9.1.3. Chirální stacionární fáze na bázi makrocyklických antibiotik 
Makrocyklická glykopeptidová antibiotika jsou jednou z nejnovějších a velmi rychle se 
rozvíjejících skupin chirálních selektorů. Jako chirální selektory se používají sloučeniny 
vankomycin (fermentační produkt organismu Streptomyces orientalis), teikoplanin 
(fermentační produkt organismu Actinoplane teichomyceticus) a ristocetin A (fermentační 
produkt organismu Nocardia lurida) [70]. 
Princip separace enantiomerů makrocyklických glykopeptidových antibiotik je podobný 
cyklodextrinovým a polysacharidovým fázím. Enantiomer je uchycen do aglykonové dutiny 
sestávající ze sloučených makrocyklických kruhů a peptidového řetězce s různým počtem 
sacharidových skupin. Enantiomer, který je zadržován slabšími silami, je z kolony vymyt 
dříve nežli silněji vázaný enantiomer [67, 70]. 
2.9.2. Instrumentace chirální kapalinové chromatografie 
Kapalinový chromatograf používaný pro chirální analýzy se svou instrumentací nijak neliší 
od standardních achirálních přístrojů (popis instrumentace viz [72, 73]). Chirální separace se 
odvíjí od použité chirální kolony či přídavku chirálního selektoru do mobilní fáze. 
Výjimkou může být použití polarimetru jako detektoru, případně detektoru využívajícího 
cirkulárního dichroismu. Pokud opticky aktivní sloučenina přednostně absorbuje pravé nebo 
levé cirkulárně polarizované světlo, je jako signál zaznamenán rozdíl mezi levou a pravou 
absorbancí. Stejně jako absorbance UV světla je tento signál závislý na vlnové délce [74]. 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1. Chemikálie 
3.1.1. Rozpouštědla a mobilní fáze 
 n-hexan pro organickou reziduální analýzu (J. T. Baker, Holandsko) 
 Ethanol absolutní pro analýzu 99,9 % (EMSURE, Merck, Německo) 
 Trifluoroctová kyselina (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo) 
 Methanol absolutní LC-MS (Biosolve B. V., Holandsko) 
 Octan amonný p. a. pro HPLC (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo) 
 Deionizovaná voda (MiliQ) 
3.1.2. Standardy 
 Racemický ibuprofen, sodná sůl (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo) 
 (S)-ibuprofen (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo) 
 Racemický ketoprofen (≥98 %) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo) 
 (S)-ketoprofen 99 % (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo) 
 Racemický naproxen (EDQM, Francie) 
 (S)-naproxen (99,9 %) VETRANAL® (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo) 
3.2. Instrumentace 
3.2.1. Příprava a extrakce vzorků 
 Analytické váhy 
o Semimikrováhy BP 210 D (Sartorius, Německo) 
o HR-120-EC (A&D Instruments LTD., Velká Británie) 
 SPE extraktor Baker, model spe-12G, s vakuovou pumpou (Barmany Co., USA) 
 SPE kolonky Oasis® HLB Cartridge 3cc/60mg (Waters, USA) 
 Přístroj EVATERM pro sušení pod dusíkem (LABICOM s.r.o., ČR) 
 Filtry pro zpracování odpadní vody 
o Papírový filtr s modrým označením FILTRAK 390 (Munktell, Německo) 
o Papírový filtr se zeleným označením FILTRAK 391 (Munktell, Německo) 
 Filtry pro extrahované a zakoncentrované vzorky 
o Cronus syringe filters, Nylon, 13 mm, 0,45 μm 
o Cronus syringe filters, Nylon, 4 mm, 0,45 μm 
 
3.2.2. Achirální HPLC-MS 
3.2.2.1. Přístrojové vybavení 
 Kapalinový chromatograf Agilent 1100 Series, Agilent Technologies, USA 
 Hmotnostní spektrometr Agilent 6320 Series Ion Trap LC/MS, Agilent 
Technologies, USA 
 Kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18, 150 mm × 2,1 mm, velikost částic 3,5 μm, 
(Agilent, USA) 
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3.2.2.2. Softwarové vybavení 
 Agilent 6300 Series Ion Trap LC/MS Systém Software, Verze 6.2 (2008) 
o DataAnalysis pro 6300 Series Ion Trap LC/MS Verze 4.0 (Bruker Daltonik 
GmbH) 
o QuantAnalysis pro 6300 Series Ion Trap LC/MS Verze 2.0 (Bruker 
Daltonik GmbH) 
3.2.3. Chirální HPLC 
3.2.3.1. Přístrojové vybavení 
 Kapalinový chromatograf Hewlett Packard 1100 s DAD  
 Fluorescenční detektor Hewlett Packard 1046A 
 Kolona Chiralpak® AD, 250 mm × 4,6 mm, velikost částic 10 μm (Chiral 
Technologies Europe, Daicel Chemical Industries, LTD.) 
3.2.3.2. Softwarové vybavení 
 Chemstation pro LC, 3D systems, Rev. B.01.03. 
 Microsoft Office Excel 2003 
 Microsoft Office Word 2003 
3.3. Vzorkovaná matrice 
Vzorkovanou matrici tvořila surová (přítok na ČOV) a vyčištěná odpadní voda (odtok 
z ČOV) z velkokapacitní čistírny odpadních vod v Brně-Modřicích, která slouží k čistění 
odpadních vod přiváděných systémem kanalizačních stok z města Brna a jeho okolí. 
Proces čištění je rozdělen do dvou fází. První fází je mechanické čištění, kdy je z vody 
odstraněn štěrk, písek a usaditelné částice. Druhá fáze spočívá z biologického čištění 
v aktivačních nádržích. V anaerobní části aktivace dochází k defosfataci. Následující anoxická 
nádrž plní funkci předřazené denitrifikace, po které je zařazena oxická část 
s jemnobublinovou aerací. Před vypuštěním vyčištěné vody do řeky Svratky jsou zařazeny 
dosazovací nádrže, ve kterých je aktivovaný kal usazením oddělen [75].  
Maximální přípustné množství přitékající odpadní vody je 4,222 m3 · s-1, pokud je tato 
hodnota překročena (za deště), dochází k akumulaci odpadní vody v zadržovací nádrži 




Obrázek 25: Biologický stupeň čištění  ČOV Brno-Modřice [75] 
3.4. Optimalizované postupy 
3.4.1. Příprava vzorků odpadní vody 
Z čistírny odpadních vod v Brně Modřicích byly odebírány 24hodinové slévané vzorky 
surové (přítok) a vyčištěné (odtok) odpadní vody po dobu pěti dnů 11. 4. – 15. 4. 2011. 
Vzorky byly ihned po převozu zpracovány. 
Nejdříve byly z vody filtrací odstraněny pevné částice a to opakovanou filtrací přes 
papírové filtry s modrým (řidší filtr) a zeleným (hustší filtr) označením. Po filtraci byly 
vzorky extrahovány metodou SPE (extrakce na pevné fázi, solid phase extraction). 
3.4.2. Extrakce na pevné fázi 
Pro extrakci analytů z vodní matrice byly použity SPE kolonky Oasis HLB 3cc/60mg, 
které jsou často používané pro extrakci sledovaných analytů z vodní matrice. Extrakce byla 
provedena podle již optimalizovaného postupu [76].  
 Kondicionace kolonek 
o 6 ml methanolu 
o 5 ml deionizované vody 
 Nanesení 300 ml vzorku 
 Promytí  
o 1,5 ml deionizované vody 
 Sušení proudem vzduchu (cca 30 min) 
 Eluce 8 ml methanolu 
Eluát byl poté pod jemným proudem dusíku odpařen do sucha a následně zakoncentrován 
do 500 µl methanolu.  
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3.4.3. Achirální HPLC-MS 
Achirální metoda byla použita pro kvantifikaci sumy enantiomerů v odpadní vodě. Pro tuto 
analýzu byla upravena již existující metoda [77] používající kolonu Zorbax eclipse XDB-C18 
o rozměrech 150 mm × 2,1 mm vnitřního průměru a velikosti částic 3,5μm.  
Jako detektor sloužil hmostnostní spektrometr s ionizací elektrosprejem a iontovou pastí, 
která umožňuje MSn, jíž však nebylo využito z důvodu nestálosti analytů.  
Chromatografické podmínky byly následující: 
 Mobilní fáze: methanol a 10mM amonium acetát 
 Gradient mobilní fáze: Viz tabulka 14 
 Nástřik: 3 µl 
 Průtok 0,15 ml/min 
 Teplota kolony 40°C 
 Vlnová délka: 230 nm 
 Délka analýzy: 50 min, 32 min vlastní analýza, 18 min promývání 





10 mM amonium acetát 
(%) 
0 35 65 
7 50 50 
15 50 50 
20 70 30 
25 80 20 
 
Nastavení hmotnostního spektrometru bylo následující: 
 Tlak zmlžovače: 20 psi 
 Průtok sušícího plynu: 10 l/min 
 Napětí na kapiláře: 3500 V 
 Rozsah skenovaných hmot 50-500 m/z 
 Ionizační mód: negativní 
 
Identifikace byla provedena extrahováním identifikačního poměru m/z sledovaných látek 
(tabulka 15) z celkového iontového proudu a srovnáním retenčních časů a hmotnostních 
spekter s retenčními časy a spektry standardů. Pro kvantifikaci bylo využito údajů odečtených 
z kalibračních závislostí. 
Tabulka 15: Stanovované sloučeniny a jejich identifikační údaje 
Stanovovaná sloučenina tR m/z 
Ibuprofen 27,1 161 
Ketoprofen 15,6 209 
Naproxen 14,8 170 
3.4.4. Chirální HPLC 
Jako chirální prostředí potřebné k rozdělení enantiomerů byla použita kolona 
Chiralpak AD o rozměrech 250 mm × 4,6 mm. Náplň tvořily částice silikagelu o velikosti 
10 µm pokryté amylózou tris(3,5-dimethylfenylkarbamátem) (obr. 26). Tato metoda patří 
















Obrázek 26: Chirální stacionární fáze kolony Chiralpak AD 
Podmínky pro separaci enantiomerů jsou specifické pro každou stanovovanou sloučeninu, 
a proto nebylo možné analyty stanovovat v jedné analýze.  
Sloučeniny ibuprofen a naproxen jsou detekovatelné pomocí fluorimetrického detektoru. 
Z důvodu nízké intenzity signálu však nebyly pomocí FLD vyhodnocovány. K vyhodnocení 
bylo využito detektoru s diodovým polem. 
K vyhodnocení kvantitativních údajů bylo využito metody externí kalibrace pomocí 
kalibračních závislostí (Tabulky 17 a 19 a Přílohy 1 a 2). 
Před samotnou chirální analýzou bylo nutné převést vzorky z methanolu, ve kterém byly 
rozpuštěny pro achirální HPLC-MS analýzu, do směsi 9/1 n-hexan/ethanol. Objem vzorku byl 
upraven na 200 μl. 
3.4.4.1. Metoda pro stanovení ibuprofenu 
 Mobilní fáze: 97,5 / 2,5 n-hexan/ethanol s 0,20% TFA 
 Nástřik: 5 µl 
 Průtok 0,5 ml/min 
 Teplota kolony 25°C 
 Detekce:  
o DAD: λ = 220 nm, λref = 360 nm 
o FLD: λexc. = 220 nm, λem. = 290 nm 
 Délka analýzy: 80 min, 20 min analýza a 60 min promývání 
Tabulka 16: Retenční časy enantiomerů ibuprofenu 
  tR (min) 
(R)-ibuprofen 13,3 
(S)-ibuprofen 13,7 
Tabulka 17: Rovnice regrese kalibračních křivek pro ibuprofen 
(R)-ibuprofen y = 15,683 x + 15,623 R2 = 0,9996 
(S)-ibuprofen y = 16,597 x + 10,668 R2 = 0,9997 
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*DAD1, 13.338 (490 mAU, - ) Ref=12.871 & 14.991 of IBU20.D
 
Obrázek 27: Absorpční spektrum ibuprofenu 
3.4.4.2. Metoda pro stanovení ketoprofenu 
 Mobilní fáze: 92,5 / 7,5 n-hexan/ethanol s 0,15% TFA 
 Nástřik: 5 µl 
 Průtok 1 ml/min 
 Teplota kolony 25°C 
 Detekce:  
o DAD: λ = 254 nm, λref = 360 nm 
 Délka analýzy: 40 min (20 min analýzy a 20 min promývání) 
Tabulka 18: Retenční časy enantiomerů ketoprofenu 
  tR (min) 
(R)-ketoprofen 11,9 
(S)-ketoprofen 13,0 
Tabulka 19: Rovnice regrese kalibračních křivek pro ketoprofen 
(R)-ketoprofen y = 19,225 x – 2,1781 R2 = 0,9998 
(S)-ketoprofen y = 19,199 x – 2,082  R2 = 0,9998 











*DAD1, 11.872 (8.9 mAU,Apx) Ref=11.506 & 12.366 of KET10.D
 
Obrázek 28: Absorpční spektrum ketoprofenu 
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4. VÝSLEDKY A DISKUSE 
4.1. Extrakce na pevné fázi 
Optimalizace používaného postupu je uvedena zde [76] V tabulce 20 je uvedena výtěžnost, 
která byla stanovena pro jednotlivé analyty metodou achirální HPLC-MS. Chirální metoda 
nebyla aplikována z důvodu ztrát při převodu extraktu z methanolu do směsi 9/1 
n-hexan/ethanol. U chirální HPLC metody nevadí tyto menší ztráty, protože výsledkem této 
analýzy je poměr obou enantiomerů, který se převodem nemění. Pokud dochází ke ztrátám, 
děje se tak u obou enantiomerů stejnou měrou. 
Extrakce na tuhé fázi je děj, který je založen na fyzikálně – chemických vlastnostech 
molekuly. Tyto vlastnosti mají oba enantiomery stejné, a proto by poměr enantiomerů neměl 
být extrakcí ovlivněn. 
Tabulka 20: Výtěžnost extrakce na pevné fázi  
 Původní koncentrace Nalezená koncentrace Výtěžnost 
 (ug/ml) (ug/ml) (%) 
Ibuprofen 2 1,495 74,74 
 2 1,469 73,46 
 2 1,612 80,60 
 Průměr 1,525 76,266 
Ketoprofen 2 1,820 90,99 
 2 1,968 98,42 
 2 2,047 102,34 
 Průměr 1,945 97,249 
Naproxen 2 1,892 94,60 
 2 1,928 96,38 
 2 2,003 100,16 
 Průměr 1,941 97,045 
4.2. Úprava metody pro achirální HPLC-MS 
Metoda oproti originální verzi [77] doznala dvou hlavních úprav. Byl odstraněn teplotní 
gradient a nastaveno stabilních 40 °C. Gradient v původní verzi sloužil pro oddělení kyseliny 
salicylové a paracetamolu, jejichž píky se při teplotě 40 °C překrývaly. Tyto látky však nejsou 
zájmem této práce, a proto mohla být použita izotermická analýza.  
Druhou úpravou byla změna ionizačního módu, který v původní verzi alternoval mezi 
pozitivním a negativním módem. Všechny stanovované sloučeniny tj. ibuprofen, ketoprofen a 
naproxen vyžadují negativní mód, a proto byl použit pro celou analýzu. 
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Obrázek 29: Chromatogram směsného standardu při optimalizovaných podmínkách 
Poměry m/z, podle kterých jsou sloučeniny identifikovány, byly zvoleny na základě 
hmotnostních spekter jednotlivých sloučenin tak, aby zvolený poměr měl co největší intenzitu 
a byl snadno rozpoznatelný od šumu.  
K vyhodnocení kvantity analytu ve vzorcích byla použita metoda externí kalibrace. 
Kalibrační závislosti jsou na Obr. 30.  
Kalibrační závislosti
y = 21408x - 22389
R2 = 0,9986
y = 15667x - 17694
R2 = 0,997




























Obrázek 30: Kalibrační závislosti analytů při metodě HPLC-MS 
4.3. Optimalizace chirálních metod 
Pro chirální analýzu léčiv ze skupiny nesteroidních protizánětlivých látek byla vybrána 
kolona Chiralpak AD o rozměrech 250 mm × 4,6 mm. Náplň tvořily částice silikagelu 






Tato kolona pracuje do tlaku 50 barů, a teploty 40 °C. Jako mobilní fáze byla zvolena směs 
n-hexan/ethanol, která byla vybrána na základě literární rešerše [78]. Složení směsi 
n-hexan/ethanol je pro Chiralpak AD omezeno od 100/0 do 85/15 objemových procent 
n-hexan/ethanol. Důvodem pro toto omezení je nestabilita základní linie kvůli vymývání 
pevné fáze. Proto byly analyty optimalizovány jen v tomto rozsahu. 
Vzhledem ke kyselému charakteru analytů byla k mobilní fázi přidávána kyselina 
trifluoroctová (TFA) a to v různém množství podle stanovovaného analytu. 
Podmínky pro separaci enantiomerů jsou specifické pro každou stanovovanou sloučeninu. 
Proto nebylo možné analyty stanovovat v jedné analýze. 
4.3.1. Metoda pro stanovení ibuprofenu 
K optimalizaci ibuprofenu byl připraven roztok racemického standardu o koncentraci 
1mg/ml. Nejprve byla optimalizována vlnová délka, při které docházelo k nejvyšší absorpci 
záření, a intenzita signálu byla nejvyšší. Ibuprofen má schopnost fluorescence, a proto byla 
optimalizována excitační a emisní vlnová délka. Kvůli technickým potížím při 
fluorescenčním skenu, byly hodnoty λexc. = 220 nm, λem. = 290 nm převzaty z literatury [79]. 
Největší vliv na separaci enantiomerů mělo složení mobilní fáze a průtok. Byly 
vyzkoušeny poměry n-hexanu a ethanolu s 0,15 % TFA od 85/15 až po 100/0 v kroku po 
2,5 obj. % při průtocích 1,0; 0,75 a 0,5 ml/min. Nejvyššího rozlišení bylo dosaženo při složení 
mobilní fáze 97,5 /2,5 n-hexan/ethanol s 0,15 % TFA a průtoku 0,5 ml/min. 
Pro tyto podmínky byl optimalizován obsah kyseliny trifluoroctové v ethanolu. Ze 
zkoušených množství (0,10; 0,15; 0,20; 0,25 a 0,30 %) byla jako optimální zvolena 
koncentrace 0,20 % trifluoroctové kyseliny. 
Při optimalizaci bylo zjištěno, že separace enantiomerů není výrazně závislá na teplotě a 
proto byla zvolena konstatní teplota 25 °C.  
K identifikaci enantiomerů ibuprofenu bylo využito standardu (S)-ibuprofenu. Bylo 
zjištěno, že (S)-ibuprofen je druhý eluovaný pík. 






















4.3.2.  Metoda pro stanovení ketoprofenu 
Pro optimalizaci ketoprofenu byl použit roztok racemického standardu o koncentraci 
1 mg / ml. Optimální vlnová délka, při které dochází k nejvyšší absorpci záření, byla 
stanovena na 254 nm. Ketoprofen není viditelný při použití fluorescenčního detektoru a proto 
tento detektor nebyl používán. 
Postup optimalizace byl stejný jako u ibuprofenu. Pro ketoprofen však bylo vybráno 
složení mobilní fáze 92,5/7,5 n-hexan/ethanol s 0,15 % TFA při průtoku 1 ml/min z důvodu 
dobrého rozlišení enantiomerů a kratšího retenčního času. Při optimalizaci množství 
trifluoroctové kyseliny v ethanolu byla vybrána koncentrace 0,15 %. Při nižším nebo vyšším 
obsahu TFA docházelo ke snížení rozlišení enantiomerů. 
K identifikaci enantiomerů ketoprofenu bylo využito standardu (S)-ketoprofenu.  


















Obrázek 32: Chromatogram enantiomerů ketoprofenu při optimálních podmínkách 
4.3.3. Metoda pro stanovení naproxenu 
Pro optimalizaci naproxenu byl použit roztok racemického standardu o koncentraci 
1 mg/ml. Vlnová délka, při které byl signál naproxenu nejintenzivnější, byla určena na 
225 nm. Naproxen má schopnost fluorescence, proto byl k identifikaci využit fluorescenční 
detektor. Vzhledem k technickým potížím při fluorescenčním skenu však byly hodnoty 
excitační (230 nm) a emisní (420 nm) vlnové délky převzaty z literatury [79]. 
Při optimalizaci složení a průtoku mobilní fáze nedošlo k reprodukovatelnému oddělení 
enantiomerů.  
Při prvním měření poměrů n-hexanu a ethanolu, které byly stejné jako u ibuprofenu a 
ketoprofenu, došlo nejprve k náznaku rozdělení při složení mobilní fáze 97,5/2,5 
n-hexan/ethanol s 0,15 % TFA a průtoku 1 ml/min. Při snížení průtoku na 0,5 ml/min se od 
sebe enantiomery oddělily a zvýšilo se rozlišení (obr. 33).  
O den později při opakování tohoto postupu a za použití stejných podmínek, už ale 
k oddělení enantiomerů nedošlo (obr. 34). Po tomto zjištění byly proměřeny všechny poměry 




průtocích 0,75 ml/min a 0,5 ml/min. Ani tento pokus však nebyl úspěšný a k rozdělení 
enantiomerů naproxenu nedošlo. 
V případě ibuprofenu a ketoprofenu bylo pozorováno, že na rozdělení enantiomerů má 
největší vliv složení mobilní fáze a to hlavně poměr n-hexan/ethanol. Velmi důležitý je též 
průtok mobilní fáze. Protože však v případě naproxenu nebyl určen optimální poměr 
n hexan/ethanol ani průtok, nebylo přistoupeno k optimalizaci poměru kyseliny trifluoroctové 
v mobilní fázi. Ačkoli je při separaci enantiomerů nezbytná a její obsah tuto separaci 
ovlivňuje, bez optimálního průtoku a složení mobilní fáze by její optimalizace pro všechny 
poměry n-hexanu a ethanolu, znamenala výraznou spotřebu rozpouštědel a velké množství 
produkovaného odpadu. 
Objasnění důvodu nereprodukovatelné separace enantiomerů naproxenu, by vyžadovalo 
rozsáhlou optimalizační studii přesahující rozsah této práce. 




















Obrázek 33: Chromatogram naproxenu 1. pokus, Chiralpak AD, mobilní fáze 97,5/2,5 n-hexan/ethanol 
s 0,15% TFA, průtok 0,5 ml/min, teplota 25°C  
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Obrázek 34: Chromatogram naproxenu 2. pokus, Chiralpak AD, mobilní fáze 97,5/2,5 n-hexan/ethanol 
s 0,15% TFA, průtok 0,5 ml/min, teplota 25°C  
4.4. Mez detekce a mez stanovitelnosti použitých analytických metod 
Mezi základní metrologické údaje analytické metody patří mez detekce (LoD) a mez 
stanovitelnosti (LoQ). Mezí detekce rozumíme koncentraci analytu, pro který bude poměr 





3  (8) 
kde:  LoD ....... mez detekce 
 c ............ koncentrace analytu 
 S  ........... signál detektoru pro analyt o koncentraci c 
 N ........... šum základní linie 
Pro mez stanovitelnosti platí, že poměr signál / šum je větší než 10. Tento vztah je 





10  (9) 
kde:  LoQ ....... mez detekce 
 c ............ koncentrace analytu 
 S  ........... signál detektoru pro analyt o koncentraci c 
 N ........... šum základní linie 
Meze detekce i stanovitelnosti byly vypočteny pro všechny analyty i analytické metody 
použité v této práci. Výsledky jsou uvedeny v tabulce 21. K výpočtu byla použita vždy 
koncentrace nejnižšího bodu kalibrační křivky a šum základní linie reálných vzorků. 
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Tabulka 21: Mez detekce a mez stanovitelnosti 
Achirální HPLC-MS 
 LoD  LoQ 
 (ug · ml-1) (ug · ml-1) 
Ibuprofen 0,2141 0,3569 
Ketoprofen 0,0897 0,2991 
Naproxen 0,0605 0,2017 
Chirální HPLC 
 LoD  LoQ 
 (ug · ml-1) (ug · ml-1) 
(R)-Ibuprofen 1,169 3,895 
(S)-Ibuprofen 1,315 4,382 
(R)-Ketoprofen 1,198 3,993 
(S)-Ketoprofen 1,339 4,463 
4.5. Analýza reálných vzorků 
Po extraci odpadní vody metodou SPE a zakoncentrování vzorků do 500 µl methanolu, byl 
obsah analytů ve vzorcích kvantifikován achirální metodou HPLC-MS. Této metody bylo 
využito z důvodu větší přesnosti a lepší identifikace analytů. Získané chromatogramy byly 
vyhodnoceny extrahováním identifikačního poměru m/z a následným vyhodnocením pomocí 
kalibračních křivek. Při výpočtu koncentrace analytu byly brány v úvahu tyto faktory: objem 
zakoncentrovaného vzorku, výtěžnost SPE a množství extrahované odpadní vody. 
Tabulka 22: Výsledky analýz vzorků odpadních vod z přítoku a odtoku ČOV v Brně -
Modřicích 
   Ibuprofen   Ketoprofen  Naproxen 
  
c  








(µg · l-1) 
11.4. Přítok 5,398 < LoD 1,399 < LoD 0,9693 
11.4. Odtok < LoD < LoD 1,310 < LoD 0,9396 
12.4. Přítok 2,338 < LoD 1,190 < LoD 0,5417 
12.4. Odtok < LoD < LoD 1,501 < LoD < LoD 
13.4. Přítok 2,814 < LoD 2,859 < LoD 0,4961 
13.4. Odtok < LoD < LoD 5,920 < LoD < LoD 
14.4. Přítok 2,318 < LoD 1,916 < LoD 0,4944 
14.4. Odtok < LoD < LoD 3,461 < LoD 0,4642 
15.4. Přítok 2,657 < LoD 1,589 < LoD 0,4816 
15.4. Odtok < LoD < LoD 1,359 < LoD 0,4619 
 
Metodou achirální HPC-MS s ionizací elektrosprejem a iontovou pastí byla detekována 
všechna stanovovaná léčiva.  
Ibuprofen byl detekován pouze na přítoku čistírny odpadních vod a to v množství 
pohybující se přibližně kolem 2,5 µg · l-1 až na přítok ze dne 11. 4., který dosáhl koncentrace 
5,398 µg · l-1. Ibuprofen je v čistírnách s aktivovaným kalem obecně dobře odstraňován, a 
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proto zjištění, že na odtoku nebyl detekován, nebylo překvapující, a potvrdilo tak schopnost 
čistírny v Brně Modřicích úspěšně odstraňovat toto léčivo z odpadní vody. 
Ketoprofen byl detekován a kvantifikován ve všech vzorcích odpadní vody a to jak na 
přítoku, tak i na odtoku ČOV. Množství ketoprofenu se pohybovalo od 1,190 µg · l-1 (přítok 
ze dne 12. 4.) až po 5,920 µg · l-1 (odtok ze dne 13. 4.). Zohledníme-li 24hodinovou zádrž 
čistírny odpadních vod, pak převládají vyšší koncentrace ketoprofenu na odtoku než na 
přítoku. Tento trend se netýká přítoku ze dne 14. 4 a odtoku 15. 4., kdy byla koncentrace 
ketoprofenu na přítoku vyšší než na odtoku. Příčinnou vyšších koncentrací ketoprofenu na 
odtoku ve srovnání s přítokem, by mohly být intenzivní dešťové přeháňky ve dnech 12. 4. a 
13.4., které surovou odpadní vodu naředily a zároveň na čistírnu odpadních vod zanesly 
zvýšené množství jemných pevných částic z kanalizační sítě. Pevné částice, na kterých byl 
ketoprofen nejspíše nasorbován, byly ze vzorků odstraněny filtrací. V čistírně odpadních vod 
však měly delší zdržení, než byly odstraněny usazením v primárních usazovacích nádržích, a 
ketoprofen z nich mohl v té době uvolněn. 
Naproxen byl v odpadní vodě detekován ve všech vzorcích kromě odtoků ze dnů 12. 4. a 
13. 4. Koncentrace v surové odpadní vodě byla vždy větší než na odtoku z ČOV, což svědčí o 
tom, že v čistírně dochází k jeho odstranění.  
Enantiomery ketoprofenu a ibuprofenu nebyly ve vzorcích z odpadní vody detekovány. 
Odpadní voda je, i přes extrakci metodou SPE, matrice příliš složitá na to, aby tyto látky 
mohly být metodou HPLC s detektorem diodového pole úspěšně rozeznány od šumu reálného 
vzorku.  
K určitým ztrátám mohlo dojít při převodu vzorku z methanolu, ve kterém jsou ketoprofen 
i ibuprofen dobře rozpustné, do směsi 9/1 n-hexan/ethanol, ve které jsou rozpustné podstatně 
méně.  
Odborná literatura naznačuje, že ve vzorcích odpadní vody lze předpokládat neracemický 
poměr enantiomerů ibuprofenu. Vzhledem k tomu že enantiomery ibuprofenu neměly 
v reálných vzorcích dostatečně velkou odezvu detektoru ve vzorcích, nemohl tento 




Teoretická část této práce se zabývá literární rešerší na téma chirálních léčiv v životním 
prostředí. Poukazuje na enantioselektivní chování chirálních léčiv v lidském organismu 
s pravděpodobností podobného chování u organismů v životním prostředí. Také shrnuje 
výsledky chirálních analýz v životním prostředí a seznamuje se základy chirální separace.  
Experimentální část se zabývá optimalizací chirální kapalinové chromatografie pro 
stanovení enantiomerů ibuprofenu, ketoprofenu a naproxenu. U ibuprofenu a ketoprofenu 
došlo k úspěšné separaci enantiomerů a vyvinuté metody byly použity pro analýzu ibuprofenu 
a ketoprofenu v odpadních vodách z čistírny odpadních vod v Brně-Modřicích. Enantiomery 
naproxenu se nepodařilo reprodukovatelně oddělit, a proto v odpadní vodě nebyl 
enantioselektivně stanovován.  
Před samotnou chirální analýzou byla kvantifikována suma enantiomerů metodou HPLC 
s hmotnostním detektorem. Tato metoda se ukázala jako velice účinná. Díky hmotnostnímu 
detektoru byly analyty spolehlivě identifikovány a kvantifikovány.  
Z dostupné literatury nejsou známy žádné aplikace chirální kapalinové chromatografie 
s kolonou Chiralpak AD k analýze environmentálních vzorků. Tato metoda tedy byla použita 
k enantioselektivní analýze analgetik v odpadní vodě poprvé. Získané výsledky však 
naznačují, že je k takovéto aplikaci nevhodná. Chirální kapalinová chromatografie je běžně 
užívaná ve farmaceutických aplikacích k analýze matric, jakými jsou krevní plazma či moč. 
Odpadní voda je ve srovnání s těmito matricemi mnohem složitější a identifikace 
stanovovaných látek pouze za pomoci UV detekce není dostatečně citlivá a selektivní.  
Achirální analýzy ukazují, že se léčiva v životním prostředí vyskytují v nízkých 
koncentracích. Z hlediska chirality jsou tyto získané výsledky sumou obou enantiomerů. 
Pokud by byly kvantifikovány jednotlivé enantiomery, byly by tyto koncentrace ještě nižší, 
například v případě racemické směsi poloviční. Pro jejich analýzu je tedy třeba použít velmi 
citlivých a selektivních metod využívajících hmotnostní detekce. Autorka Kasprzyk-
Hordenová [26] zabývající se chirální analýzou v environmentálních matricích také dospěla 
ke stejnému závěru a vyjadřuje potřebu výzkumu a vývoje dostatečně selektivních chirálních 
analytických metod pro environmentální účely. Konstatuje, že použití hmotnostní detekce 
u chirálních chromatografických metod aplikovaných k analýze environmentálních matric je 
téměř nezbytné.  
Zde použitá metoda chirální HPLC pracuje v režimu normálních fází (polární stacionární 
fáze – nepolární mobilní fáze). Tento režim není vhodný pro spojení s ionizací elektrosprejem 
(ESI), která patří k instrumentaci laboratoří ústavu Chemie a technologie ochrany životního 
prostředí Fakulty chemické, Vysokého učení technického v Brně. Pro tuto metodu by bylo 
vhodnější použít chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI), která však není na FCH 
k dispozici.  
Aby mohlo být využito instrumentace dostupné na Fakultě chemické, musela by být 
vyvinuta chirální HPLC-ESI-MS metoda s obrácenými fázemi (nepolární stacionární fáze – 
polární mobilní fáze). Pro tento režim však není zcela vhodná kolona Chiralpak AD a bylo by 
zapotřebí použít jinou chirální kolonu. Výhodou použití metody s obrácenými fázemi by byla 
i kompatibilita elučního rozpouštědla extrakce na tuhé fázi s mobilní fází chirální HPLC-MS. 
Nebylo by tedy nutné převádět vzorky z jednoho rozpouštědla do druhého a omezily by se tak 
ztráty. 
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V této práci bylo zjištěno, že chirální kapalinová chromatografie s UV detekcí a kolonou 
Chiralpak AD pracující v režimu normálních fází není vhodná pro enantioselektivní analýzu 
analgetik ibuprofenu, ketoprofenu a naproxenu v odpadních vodách. 
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6. SEZNAM ZKRATEK 
 
2-APA Kyselina 2-arylpropionová 
APCI Chemická ionizace za atmosférického tlaku 
CD Cyklodextrin 
CIP Cahn-Ingold-Prelogova konvence  
CMPA Chirální selektor přidávaný do mobilní fáze (chiral mobile phase additive) 
CoA Acyl koenzym A 
COX Cyklooxygenáza (enzym) 
CPMP Výbor pro léčivé přípravky (Committee for Proprietary Medicinal Products) 
CSP Chirální stacionární fáze (Chiral stationary phase) 
ČE Čisté enantiomery 
ČOV Čistírna odpadních vod 
DAD Detektor s diodovým polem 
ee Enantiomerní nadbytek (Enantiomeric excess) 
EF Enantiomerní frakce (Enantiomeric fraction) 
ER Enantiomerní poměr (enantiomeric ratio) 
ESI Ionizace elektrosprejem 
FDA Správa potravin a léčiv (Food and Drug Administration) 
FLD Fluorescenční detektor 
GC-MS Plynová chromatografie s hmotnostní detekcí 
HPLC Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
IUPAC Mezinárodní unie pro čistou a užitou chemii (International Union of Pure and Applied Chemistry) 
LC-MS Kapalinová chromatografie s hmotnostní detekcí 
LoD Limit detekce 
NSAIDs Nesteroidní protizánětlivá léčiva (Nonsteroidal anti-inflammatory drugs) 
OV Odpadní vody 
SPE Extrakce na pevné fázi (Solid phase extraction) 
TFA Trifluoroctová kyselina 
UV Ultrafialové záření 
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8. PŘÍLOHY 
Příloha 1: Kalibrační závislosti (R)-ketoprofenu a (S)-ketoprofenu 
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Příloha 2: Kalibrační závislosti (R)-ibuprofenu a (S)-ibuprofenu 
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